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Die Analyse des Bindungsverhaltens niedermolekularer Liganden an Proteine 
ist für die Aufklärung von biologischen Regulationssystemen oder bei der Suche 
neuer medizinischer Wirkstoffe von Wichtigkeit. Ein markierungsfreies Detektions-
prinzip zur Erfassung niedermolekularer Liganden ist die Displacement- oder 
Replacement-Methode. Bei dieser tritt die Bindung des Rezeptors an den 
immobilisierten Liganden mit der Bindung an freien Liganden in Konkurrenz, sodass 
anstelle der niedermolekularen Liganden die hochmolekularen Rezeptoren detektiert 
werden können. 
In dieser Arbeit wurde von der Hypothese ausgegangen, dass durch die 
Auswahl geeigneter Messverfahren und der zugeordneten Modellierung die 
einzelnen kinetischen Stadien des Displacements separat zur Bestimmung der 
kinetischen Konstanten der Displacementprozesse genutzt werden können. Dabei 
sollte unter anderem auch eine Aussage über die dominierende Valenz der Antigen-
Antikörper-Bindung erreicht werden. 
Hierzu wurden auf der Basis des Modellsystems Hämagglutinin-Peptid/ 
Hämagglutinin-Antikörper Displacement-Assays mit mono- und bivalenten Anti-
körpern entwickelt, anhand derer eine genaue zeitaufgelöste Analyse des Bindungs- 
und Ablösungsverhaltens vom Liganden HA an den Anti-HA-Antikörper (Rezeptor) 
mittels Oberflächenplasmonenresonanz(SPR)-Spektroskopie erzielt wurde. 
Ausgehend von den Reaktionsgleichungen zwischen Liganden und mono- und 
bivalenten Rezeptoren wurden mathematische Modelle entwickelt, die eine exakte 
Simulation der SPR-Ergebnisse ermöglichten. Durch genaues Anpassen der 
Simulationsplots an die Messplots konnten alle Ratenkonstanten, die die Kinetik der 
Reaktionen zwischen Liganden, Rezeptoren und ihren Komplexen bestimmen, 
ermittelt werden. Da auch für eine große Variation der Rezeptorkonzentrationen in 
der Analytlösung nahezu identische Werte für die Ratenkonstanten erhalten wurden, 
ergeben Messungen und Simulationen ein konsistentes Bild der Anbindungskinetik 
und bestätigen die Qualität der Messungen. 
Aus Messungen des maximalen Responsabfalles kann die Konzentration der 
freien Antigene beim Displacement ermittelt werden. Man findet eine exponentielle 
Abhängigkeit des Displacements von der Konzentration der freien Antigene, die sich 
durch den sogenannten „Rebindingeffekt“ erklären lässt. 
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Die gewonnenen kinetischen Daten und entwickelten Modellierungsverfahren 
konnten zur Simulation quasistationärer Detektionsverfahren, die mit Fluoreszenz- 
und Impedanzspektroskopie durchgeführt wurden, erfolgreich angewandt werden. 
Die erzielten Erkenntnisse konnten auf ein wissenschaftlich herausforderndes 
biologisches System (LuxP/AI2) angewandt werden, bei dem das niedermolekulare 
Signalmolekül AI2 über ein Displacementassay detektiert wurde. Dieses System 
ermöglicht einen Einblick in die Intra- und Interspezieskommunikation bei Bakterien. 
Insgesamt zeigt sich, dass die hier formulierte Hypothese als bewiesen 
angesehen werden kann. 
Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse eröffnen verschiedene Einsätze 
der Displacementmethode in der Biosensorik. Insbesondere lassen sich damit kleine 
Moleküle markierungsfrei quantitativ bestimmen, ohne hoch präzise Analysengeräte 
einsetzen zu müssen. Damit ergibt sich die Möglichkeit, sehr kompakte integrierte 
massensensitive Sensoren, die nicht die Empfindlichkeit hochempfindlicher SPR-
Spektrometer erreichen, zur Detektion kleiner Moleküle einzusetzen. Dies ist 












Molecular and functional analysis of small molecule binding to protein can 
provoke insights into cellular signaling and regulatory systems as well as facilitate 
pharmaceutical drug discovery. In label free small molecule detection the 
displacement assay format can be applied. This assay format comprises the 
displacement of receptor molecules bond to immobilized ligand by a competition 
reaction with ligand in solution. This is beneficial because displacement of high 
molecular receptors is detected compared to low molecular ligand as in classical 
binding analysis therefore potentially lowering the method detection limit. 
It was hypothesized that with choosing appropriate measuring methods and 
theoretical modeling reaction rate constants can be determined separately in every 
kinetic stage of the assay format. Herein elucidating the dominant valence of 
antibody antigen binding in the established assay was of great importance. 
Using the Influenza Hemagglutinin (HA) peptid binding to mono or bivalent 
Anti-Hemagglutinin peptide antibody displacement assay formats could be 
established. The exact time resolved analysis of binding and dissolution of ligand HA 
and Anti-Hemagglutinin peptide antibody was achieved with surface plasmon 
resonance (SPR) spectroscopy. 
Mathematical models could be developed from kinetic equations of ligand 
binding to mono or bivalent antibody. With this, an accurate simulation of the SPR 
results was reached. The simulation plot had to be exactly adjusted to the SPR 
results to determine all kinetic rate constants defining ligand and receptor binding 
kinetics. Large variations in receptor concentration gave almost identical rate 
constants in binding; this proves the quality of SPR measurements and demonstrates 
consistence between measurement, simulation, and binding model. 
Maximum decline of SPR response could be used to determine ligand 
concentrations in analyte. Displacement dependence from antigen concentration was 
found to be exponential and was explained by rebinding. 
Kinetic data and models could be transferred for the simulation of almost 
stationary displacement assay formats realized with impedance and fluorescence 
spectroscopy. 
With the obtained results it was possible to detect the displacement of the 
bacterial signaling autoinducer AI-2 by a displacement assay format using 
periplasmic binding protein LuxP as receptor. 
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Concluding it can be said that the hypothesis could be proved and the 
obtained results can facilitate the use of displacement assay formats in biosensing. 
Displacement assay formats should be especially interesting in small molecule 
detection and in compact integrated mass sensitive sensor designs suitable as 
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Bei vielen biologischen Vorgängen spielen niedermolekulare Verbindungen, 
Moleküle mit einem Molekulargewicht um 800 g/mol oder darunter, eine essentielle 
Rolle. So sind etwa viele regulatorische Moleküle wie Pheromone oder sekundäre 
Botenstoffe (Second Messanger), aber auch die meisten Arzneimittel und Pestizide 
niedermolekulare Moleküle (im Englischen allgemein „small molecules“ genannt) 
[Castoreno, 2011]. Die Analyse des Bindungsverhaltens niedermolekularer Liganden 
an Proteine wird zur Aufklärung von biologischen Regulationssystemen oder bei der 
Suche neuer medizinischer Wirkstoffe eingesetzt, etwa beim High-throughput 
screening (HTS). Hierbei wird mittels eines durch Pipettierroboter automatisierten 
Mikotitterplatten-Assays in kleinsten Volumina (z.B. 2.66 µl bei einer 3456 Well-Platte 
[Brooks.com]) zeitgleich das Bindungsverhalten tausender Moleküle einer 
Moleküldatenbank studiert [Geschwindner, 2012]. Zunehmend wichtiger werden 
einfache Strategien zur Analyse des Bindungsverhaltens niedermolekularer Liganden 
aber vor allem bei der Fragment-based drug discovery (FBDD), einer relativ neuen 
Methode, bei der neue Wirkstoffe schrittweise aus kleinen Molekülen aufgebaut 
werden, die das biologische Target oft erst nur schwach binden, und so durch eine 
Kombination mehrerer kleiner Moleküle maßgeschneiderte Wirkstoffe mit hohen 
Affinitäten für ihr biologisches Target entwickelt werden können [Scott, 2012]. Will 
man die Bindung niedermolekularer Moleküle an ein Target bzw. einen Rezeptor 
untersuchen oder einen quantitativen Assay für niedermolekulare Liganden 
entwickeln, steht eine Vielzahl von Assayformaten zur Verfügung, die jedoch oftmals 
eine Markierung des Liganden und oder Rezeptors erfordern [Smith, 2008; Seiler, 
2008]. Allerdings erfordert die Markierung von Molekülen in Lösung aufwändige 
Reinigungsschritte, und es kann die Gefahr einer Komplexbildung zwischen den 
Liganden bestehen. Direkte markierungsfreie und damit meist oberflächenbasierte 
Detektionsprinzipien, wie etwa das optische Sensorsystem der Oberflächen-
Plasmonen-Resonanzspektroskopie (SPR) und massensensitive piezoelektrische 
Sensoren, kann man bei niedermolekularen Molekülen aufgrund ihrer geringen 
Masse nur eingeschränkt einsetzen, da die Signaländerung, etwa der Resonanzshift 
beim SPR, durch eine Anbindung von Liganden mit einer molaren Masse unter 500 
g/mol im Bereich der Empfindlichkeitsgrenze heutiger Detektoren liegt (100 g/mol nur 
bei optimalsten Bedingungen) [Fee, 2013]. Dies gilt besonders, wenn der 
immobilisierte Rezeptor eine große molare Masse aufweist. Wenn eine leichte 
Zugänglichkeit der am Rezeptor gebundenen Liganden gegeben ist, vergleichbar mit 
Antikörpern, die im gebundenen Zustand die konservierte Fc-Region präsentieren, 
kann man über einen Sandwich-Assay das Messsignal verstärken, indem man einen 
Kapitel 1:  Problemstellung 
2 
 
zweiten höhermolekularen Rezeptor an den gebundenen Liganden anbinden lässt, 
der oft noch zusätzlich mit Goldnanopartikeln markiert ist (Abb. 1.1 A) [Pei, 2013]. 
Will man nur das Bindungsverhalten studieren und keinen Analyten auf dessen 
Ligandengehalt untersuchen, kann auch der Ligand an die Transduceroberfläche 
immobilisiert werden und die Anbindung des zumeist höhermolekularen Rezeptors 
detektiert werden (Abbildung 1.1 B) [Geschwindner, 2012]. Einige quantitative 
Assays konnten auch über Kompetitionsassays homolog zu klassischen 
Immunoassays realisiert werden. Hier wird der Ligand mit einer exakten Menge 
Rezeptor vorgemischt, so dass die Konzentration der an die Oberfläche bindenden 
Rezeptoren die reziproke Ligandenkonzentration darstellt. Oft wird dieses 
Assayformat eingesetzt, um nach Inhibitoren einer Ligand-Rezeptor-Bindung zu 
suchen, indem als freier Ligand Moleküle einer Molekülbibliothek eingesetzt werden, 
und nach einer abgeschwächten Bindung des Rezeptors an die Oberfläche gesucht 
wird (auch „inhibition in solution assay“, ISA, genannt; Abbildung 1.1 C) [Shankaran 
et al., 2007]. Seltener wird auch die Anbindung einer definierten Mischung aus freien 
Liganden und einem modifizierten Liganden als Kompetitor an die 
Rezeptoroberfläche analysiert (auch „surface competition assay“, SCA genannt; 
Abbildung 1.1 D) [Karlsson, 1997].  
Eine weitere, bei markierungsfreien Detektionsprinzipien noch wenig genutzte 
kompetitive Methode zur Erfassung niedermolekularer Liganden, die im Folgenden 
zur Anwendung kommt, steht mit der Displacement- oder Replacement-Methode zur 
Verfügung [Yatabe, 2014]. Bei dieser tritt, wie beim „inhibition in solution assay“ (vgl. 
  
Abb. 1.1: Schematische Darstellung von Assaykonzepten zur Bindungsanalyse 
niedermolekularer Liganden mit oberflächenbasierten Detektionsprinzipien. 
Sandwich-Assay (A), Bindungsanalyse mit immobilisierten Liganden (B), Inhibition 
in solution assay (C), surface competition assay (D). 
Kapitel 1:  Problemstellung 
3 
 
Abbildung 1.1 D), die Bindung des Rezeptors an den immobilisierten Liganden mit 
der Bindung an freien Liganden in Konkurrenz, dies aber zeitversetzt: Der Rezeptor 
bindet an immobilisierten Liganden und wird anschließend durch freie Liganden von 
der Oberfläche gelöst. Da die freien Liganden mit den immobilisierten Liganden um 
die Bindung zum Rezeptor konkurrieren, erfolgt die Ablösung, Displacement 
genannt, proportional zur Konzentration der freien Liganden im Analyt (siehe 
Abbildung 2.1). Dieser Assayaufbau bietet einige Vorteile: 
 Schwankungen in der Rezeptoraffinität und die Qualität der funktionalisierten 
Oberfläche können direkt detektiert und berücksichtigt werden, wenn bereits 
die Anbindung des Rezeptors an den immobilisierten Liganden gemessen wird 
(dies stellt eine Leerwertmessung dar) und müssen nicht über parallele 
Referenzmessungen überprüft werden. So könnte im Anwendungsfall ein 
Messvorgang etwa sofort abgebrochen werden, wenn sich die 
Sensoroberfläche als überlagert herausstellt. Bei einem Kompetitionsassay 
würde dies erst nach der Durchführung des gesamten Assays ersichtlich 
werden, da hier die Leerwertmessung als Negativprobe (d.h ohne Zugabe des 
freien Liganden) parallel erfolgt. 
 Durch die zeitversetzte Zuführung von Rezeptoren und Liganden im Analyt 
kann ein Sensor technisch leicht und günstig realisiert und automatisiert 
werden, da das Design keine Vorrichtung für eine definierte Vormischung von 
Lösungen benötigt, ein Vorteil, der z.B. bei online Messungen im Fluss, etwa 
als Bypass-System bei biologischen Prozessen (biotechnologische Synthese, 
medizinisches- oder Umweltmonitoring etc.), zum Tragen kommt. 
Dieses markierungsfreie Detektionsprinzip zur Erfassung niedermolekularer 
Liganden, bei dem der Anbindeprozess (Assoziationsphase) der Rezeptoren an die 
immobilisierten Liganden und der Ablöseprozess (Displacementphase) gebundener 
Rezeptoren durch freie Liganden zeitlich getrennt voneinander ablaufen, basiert auf 
der quasistationären Erfassung der immobilisierten Liganden-Rezeptor-Komplexe am 
Ende der Assoziations- und der Displacementphase. Offensichtlich existieren für 
beide Phasen quasistationäre Lösungen der Reaktionsgleichungen. Damit eignet 
sich dieses Detektionsverfahren zwar zur Messung niedermolekularer Liganden, 
liefert aber nicht genügend Information zur Kinetik der Assoziations- und 
Displacementprozesse, um diese besser aufklären und genauer verstehen zu 
können. 
Deshalb stellte sich die Frage, wie man zusätzliche Daten zu diesen 
Prozessen erhalten kann. Die Idee war eine Echtzeitmessung durchzuführen, die 
möglichst präzise und mit hoher Zeitauflösung die Konzentrationen der Liganden-
Rezeptor-Komplexe in der Assoziations- und der Displacementphase aufzeichnen 
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kann. Hierfür ist natürlich eine Flusszelle (siehe Anhang A2) erforderlich, die es 
erlaubt, die Rezeptor- und Ligandenlösungen der Sensoroberfläche nacheinander 
zeitdefiniert zuzuführen. Bei der nacheinander ablaufenden Zuführung von 
Rezeptoren und freien Liganden ist noch eine gewisse Zwischenzeit für das 
Umschalten von der Rezeptorlösung auf die Ligandenlösung notwendig, in der die 
Sensoroberfläche mit einer Pufferlösung gespült wird (Dissoziationsphase). 
Somit hat man insgesamt 3 Phasen, eine Assoziationsphase, eine 
Dissoziationsphase und eine Displacementphase, während denen ein genaues 
Monitoring der Liganden-Rezeptor-Komplexe durchgeführt werden müsste. 
Wenn es darüber hinaus noch gelänge, den Verlauf der Konzentration der 
Liganden-Rezeptor-Komplexe mit Hilfe der Reaktionsgleichungen mathematisch 
exakt zu modellieren und durch geeignete Wahl der entsprechenden kinetischen 
Parameter genau an die Messwerte anzupassen, bestünde die Aussicht, die Kinetik 
der Assoziations- und Displacementprozesse besser aufzuklären und zu verstehen. 
Der Idee, durch eine präzise Echzeitmessung und eine exakte Modellierung 
der Konzentration der Liganden-Rezeptor-Komplexe zu einer Aufklärung der 
kinetischen Prozesse in der Zeitskalenfolge zu kommen, steht aus folgenden 
Gründen nichts im Wege. 
1.) Zum genauen Messen der spezifischen Bindungen in Echtzeit stehen heute 
verschiedene hochempfindliche massensensitive Verfahren zur Verfügung, 
insbesondere massenempfindliche Mikrowagen, wie Quartz Crystal 
Microbalance (QCM) [Voinova et al., 2004] und Film Bulk Acoustic Resonator 
Microbalance (FBARM) [Gabl et al., 2004] sowie die Oberflächen-
Plasmonenresonanz-Spektroskopie SPR (siehe Anhang A1). 
2.) Zur exakten Simulation der Messergebnisse lassen sich aus den 
Reaktionsgleichungen komplexe Differentialgleichungssysteme herleiten, die 
mit Hilfe leistungsfähiger Solver für Differentialgleichungssysteme im Rahmen 
moderner Programmiersprachen gelöst werden können. 
Hieraus leitet sich die Arbeitshypothese ab, dass durch die Auswahl 
geeigneter Messverfahren und der zugeordneten Modellierung die einzelnen 
kinetischen Stadien separiert werden können. Im Ergebnis dieser Separation ist unter 
anderem eine Aussage über die dominierende Valenz der Antigen-Antikörper-
Bindung möglich. 
Speziell soll diese Arbeitshypothese am Modellsystem Hämagglutinin-
Peptid/Hämagglutinin-Antikörper mit zwei in der Bindungsstärke unterschiedlichen 





2. Kinetisches Modell für Displacement-
Assays mit monovalenten Antikörpern 
Um die Kinetik und Konzentrationsabhängigkeit des Displacements von an 
Rezeptoren gebundenen niedermolekularen Liganden durch frei in der Probe 
vorhandene Liganden zu studieren, wurde ein kommerziell erhältliches Antigen-
Antikörpersystem, das Hämagglutinin(HA)-Peptid/Anti-Hämagglutinin-Antikörper(Anti-
HA-Antikörper)-System verwendet. Eine genauere Analyse des Bindungs- und 
Ablösungsverhaltens vom Liganden HA an den Anti-HA-Antikörper als Rezeptor 
geschah mittels eines oberflächenbasierten optischen Messsystems, der 
Oberflächenplasmonenresonanz(SPR)-Spektroskopie (siehe Anhang A1). 
Abb. 2.1 zeigt den Schichtaufbau, wie er bei der SPR-Messung verwendet 
wurde, allerdings nur schematisch und nicht maßstäblich. Im Unterschied zur 
Darstellung ist vor allem zu beachten, dass die Antikörper wesentlich größer sind als 
die Antigene. 
Wir betrachten zunächst ein einfaches monovalentes Modell, das die Bivalenz 
der Antikörper nicht berücksichtigt.  
 
Abb 2.1: Dielektrische Schichtanordnung zur Modellierung der SPR-Messungen. 
Abkürzungen SAM: self-assembled monolayer,  PEG: Polyethylenglycol 
Kapitel 2: Kinetisches Modell für Displacement-Assays mit monovalenten Antikörpern 
6 
 
2.1  Kinetisches Modell 
Das hier entwickelte Modell beschreibt die Response eines Displacement-
Assays unter Verwendung monovalenter High Affinity Anti-HA-Antikörpers (Fab-
Fragmente). Es zeigt sich, dass es sich, durch die Einführung zeitabhängiger 
effektiver Dissoziations- und Austauschratenkonstanten, auch zur Simulation von 
Displacement-Assays unter Verwendung bivalenter Anti-HA-Antikörper eignet. 
2.1.1 Grundgleichungen 
Definitionen: 
Spezies im Bereich der SAM (self assembled monolayer): 
Immobilisierte HA-Peptide (Antigene): Aimm Konzentration
1 [Aimm]:= Aimm 
Da die Antigene wesentlich kleiner als die Antikörper sind, ist es nicht möglich, 
dass alle Antigene durch Antikörper abgebunden werden. Die maximal mögliche 
Antigenzahl A0, die abgebunden werden kann, 
wird durch die Konzentration       [A0]:=A0 
beschrieben. Das Verhältnis von A0 zu Aimm wird weiter unten aus SPR-Messungen 
während des Immobilisierungsvorganges bestimmt. 
Der Anteil von A0, der nicht mit Antikörpern zu AB-Komplexen gebunden ist, 
wird mit A bezeichnet. Ihre Konzentration ist:     [A]:= A 
Freie Anti-HA-Antikörper: B       [B]:= B 
Freie Antigene (HA-Peptide): C       [C]:= C 
Immobilisierte Antigen/Antikörper-Komplexe: AB    [AB]:= AB 
Freie Antigen/Antikörper-Komplexe: BC      [BC]:= BC 
Spezies im Bulk der Flusszelle: 
Freie Antikörper im Bulk der Flusszelle: BFluss: Konzentration:       [BFluss] = Bconc 
Freie Antigene im Bulk der Flusszelle: CFluss: Konzentration:        [CFluss] = Cconc 
 
  
                                            
1 Zur Vereinfachung der Schreibweise wird die Bezeichnung der Konzentrationen gleich der der Speziesnamen 
gewählt. 




A + B  AB           (2.A) 
AB + C  A + BC   Displacement-Reaktion    (2.B) 
B + C  BC           (2.C) 
Es zeigt sich, dass die Austauschreaktion (2.B) notwendig für die 
Beschreibung des Displacements ist (siehe Diskussion unter 2.1.3). 
 
Differentialgleichungen: 




= 𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵 − 𝑑𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐵 − 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 
           (2.1) 
𝑑𝐵𝐶
𝑑𝑡
= 𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵 ∙ 𝐶 − 𝑑𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶 − 𝑒𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 + 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 − 𝑣𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶 
           (2.2) 
𝑑𝐵
𝑑𝑡
= 𝑣𝑏(𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝐵) − 𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵 + 𝑑𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐵 − 𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶  
           (2.3) 
𝑑𝐶
𝑑𝑡
= 𝑣𝑐 ∙ (𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝐶) − 𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶 − 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 
           (2.4) 
In den Gl. (2.1) bis (2.4) sind alle Assoziationsratenkonstanten (ARK) mit a 
und alle Dissoziationsratenkonstanten (DRK) mit d bezeichnet, z.B. bezeichnet 
𝑎𝑎𝑏 die ARK für die Bildung des Antigen/Antikörper-Komplexes. 𝑑𝑎𝑏 gibt die DRK des 
Komplexes an. Die Austauschratenkonstanten (ERK) für die in der 
Reaktionsgleichung (2.B) beschriebenen Austauschreaktionen sind mit e (für 
„exchange“) bezeichnet. 
Die Transferratenkonstanten vb und vc beschreiben den Diffusionsprozess der 
freien Antikörper B und der freien Antigene C zwischen der Bulkzone in der 
Flusszelle und der Messzone über der Goldschicht. Die Ratenkonstante vbc 
beschreibt die Ausdiffusion der freien Antigen-Antikörper-Komplexe, die in der 
Messzone entstehen, aus dem Bereich der Messzone. Die Messzone hat eine 
typische Höhe h von 100nm, in der das evaneszente Feld der Oberflächen-
Plasmonen nicht unter 1/e (37%) absinkt (Eindringtiefe des evaneszenten Feldes). 
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Da die Höhe h dieser Messzone auch in die Umrechnung von 
Massenbelegungsdichten zu Konzentrationen eingeht, definieren wir für diese Arbeit 
h:=100nm. Über die Diffusions-Teilchenstromdichte von der Bulkzone durch eine 
Diffusionszone der Dicke x in die Messzone wird im Anhang A6 folgende Beziehung 









      (2.6) 
 
Vernachlässigt man den Massentransfer in den Gl. (2.1-2.4), so entfallen die 
Gl. (2.3 u. 2.4) und es wird B=Bconc und C=Cconc. Da das Displacement durch die 
Austauschratenkonstante ebc bewirkt wird, kann eab näherungsweise gleich 0 gesetzt 
werden, sodass die Gl. (2.1) und (2.2) entkoppelt werden, und wir damit folgende 
simple monovalente Ratengleichung für AB erhalten 
𝑑𝐴𝐵
𝑑𝑡
= 𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵 − 𝑑𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐵 − 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶    (2.7), 
die, wie im folgenden Abschnitt dargelegt, einfach analytisch gelöst werden kann. 
 
2.1.2 Analytische Näherungslösung 
Phase 1: Assoziationsphase 
  𝑚𝑖𝑡   𝐵1 = 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐      𝑢𝑛𝑑     𝐶1 = 0       ℎ𝑎𝑡 𝑚𝑎𝑛: 
 
   
𝑑𝐴𝐵1
𝑑𝑡
= 𝑎𝑎𝑏,1 ∙ (𝐴0 − 𝐴𝐵1) ∙ 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝑑𝑎𝑏,1 ∙ 𝐴𝐵1  (2.8) 
 
  𝑢𝑛𝑑 𝑚𝑎𝑛 𝑒𝑟ℎä𝑙𝑡 𝑓ü𝑟 𝐴𝐵1(𝑡1): 
 
 𝐴𝐵1(𝑡1) = 𝐴0 ∙
𝑎𝑎𝑏1∙𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐
𝑎𝑎𝑏1∙𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐+𝑑𝑎𝑏1
∙ (1 − 𝑒−(𝑎𝑎𝑏1∙𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐+𝑑𝑎𝑏1)𝑡1)  (2.9) 
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Phase 2: Dissoziationsphase 





= −𝑑𝑎𝑏,2 ∙ 𝐴𝐵2    (2.10) 
 
 𝑢𝑛𝑑 𝑚𝑎𝑛 𝑒𝑟ℎä𝑙𝑡 𝑓ü𝑟 𝐴𝐵2(𝑡2): 
 
𝐴𝐵2(𝑡2) = 𝐴𝐵02 ∙ 𝑒
−𝑑𝑎𝑏,2∙𝑡2            𝑚𝑖𝑡        𝐴𝐵02 = 𝐴𝐵1𝑒𝑛𝑑  (2.11) 
 
Phase 3: Displacementphase 





= −𝑑𝑎𝑏,3 ∙ 𝐴𝐵3 − 𝑒𝑏𝑐,3 ∙ 𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 ∙ 𝐴𝐵3  (2.12) 
 
  𝑢𝑛𝑑 𝑚𝑎𝑛 𝑒𝑟ℎä𝑙𝑡 𝑓ü𝑟 𝐴𝐵3(𝑡3): 
 
𝐴𝐵3(𝑡3) = 𝐴𝐵03 ∙ 𝑒
−(𝑑𝑎𝑏,3+𝑒𝑏𝑐,3∙𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 )∙𝑡3         𝑚𝑖𝑡       𝐴𝐵03 = 𝐴𝐵2𝑒𝑛𝑑 (2.13) 
 
Weder Massentransporteffekte noch Rückbindungseffekte können mit dieser 
einfachen Beschreibung, im Folgenden als analytisch lösbares Model (AM) 
bezeichnet, berücksichtigt werden. Diese Effekte lassen sich nur mit numerischen 
Verfahren zur Integration des Differentialgleichungssystems (Gl. 2.0-2.4) 
berücksichtigen. Trotzdem ist es nützlich, auch die einfachen analytischen 
Simulationsergebnisse (Exponentialgleichungen) zusammen mit den Messergeb-
nissen und den numerischen Ergebnissen darzustellen, da dadurch die iterative 
Bestimmung der Modellparameter zur optimalen Anpassung von Simulationsplots 
und experimentellen Plots wesentlich erleichtert wird. 
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2.1.3 Numerische Lösung 
Am einfachsten lässt sich das Differentialgleichungssystem der Gl. (2.4) bis 
(2.8) mit einer leistungsfähigen Programmiersprache zur Lösung technischer 
Probleme behandeln, die bereits fertige Solver für Differentialgleichungssysteme zur 
Verfügung stellt. Hier kommt das hochleistungsfähige MATLAB-System zur 
Anwendung, das die Programmierung, Berechnung und Visualisierung in einem 
leicht anwendbaren Umfeld ermöglicht, wobei Probleme und Lösungen in bekannten 
mathematischen Notationen ausgedrückt werden. 
Das hier entwickelte Programm zur Simulation der Konzentrationsverläufe in 
den einzelnen Phasen und ihrer Darstellung zusammen mit den Messwerten besteht 
aus folgenden Teilen: 
 Eingabe der Plot-Parameter 
 Eingabe der Simulationsparameter für die drei Messphasen 
 Import der Messdaten (Excel-Datei) 
 Berechnung der Konzentrationen als Funktion der Zeit für die drei Phasen 
 Plotten aller Simulationsparameter 
 Plotten der Messdaten zusammen mit den analytischen und den numerischen 
Simulationsdaten. 
Da keine Möglichkeit bestand, das zur Verfügung stehende SPR-Messsystem 
zu eichen, wurde eine Quasieichung mit Hilfe der Ergebnisse von Stenberg et al. 
[Stenberg et al., 1991] durchgeführt. Stenberg et al. haben gezeigt, dass unabhängig 
von der Größe und dem Molekulargewicht von Proteinen ein linearer Zusammenhang 
zwischen der spezifischen SPR-Reponse und der Oberflächenkonzentration der 
Proteine besteht. Die spezifische SPR-Response2 beträgt 0.1° je ng/mm2, d.h. ein 
mGrad entspricht 10pg/mm2. Mit Hilfe der Höhe der Messzone h=100 nm können 
somit die mittels SPR in mGrad gemessenen AB Response-Werte in ihre 
Konzentrationen (in mol/l) umgerechnet und gemeinsam mit den Simulations-
ergebnissen dargestellt werden. 
Selbst die numerische Lösung der Gl. (2.0) bis (2.4) ermöglicht es nicht in 
jedem Fall, den mittels SPR gemessenen Responseverlauf der AB-Komplexe völlig 
richtig zu beschreiben. Sie erlaubt es zwar, Massentransport- und Austauscheffekte 
zu modellieren, aber insbesondere für bivalente Antikörper in der Dissoziations- und 
                                            
2 Da hier die gleiche SPR-Anordnung, die gleiche Laserwellenlänge und die gleiche Metallschicht (Au) wie bei 
Stenberg et al. zur Anwendung kommen, kann man davon ausgehen, dass diese spezifische Response auch hier 
gilt. 
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in der Displacementphase kann eine halbwegs exakte Übereinstimmung zwischen 
gemessener und berechneter Response nicht erreicht werden. Hierfür ist es 
unbedingt erforderlich, den Einfluss einer sogenannten Rückbindung (Rebinding) zu 
berücksichtigen. Mit Rückbindung bezeichnet man den Effekt, dass entsprechend der 
Dissoziationsratenkonstante dissoziierte Antikörper nicht durch Diffusion 
abtransportiert, sondern in unmittelbarer Nähe der ursprünglichen Bindungsstelle 
erneut an nicht belegte (immobilisierte) Antigene angebunden werden. Nach Gauglitz 
et al. [Gauglitz et al.] steigt die Wahrscheinlichkeit zur Rückbindung exponentiell mit 
der Konzentration der freien Bindungsstellen in der Wechselwirkungsschicht. 
Deshalb wurde die Dissoziationsratenkonstante dab durch eine effektive DRK ersetzt. 
 
𝑑𝑎𝑏,𝑒𝑓𝑓 = 𝑑𝑎𝑏,𝑚𝑖𝑛 + 𝑑𝑎𝑏 ∙ 𝑒
𝑟𝑏𝑓∙
𝐴𝐵(𝑡)−𝐴𝐵(𝑡=0)
𝐴0     (2.14) 
 
In (2.14) ist die Stärke der Rückbindung durch den sogenannten 
Rebindingfaktor rbf beschrieben, und t gibt die Zeit in der jeweiligen 
Experimentphase an, d.h. t2 in der Dissoziationsphase (Phase 2) und t3 in der 
Displacementphase (Phase 3). Allerdings ist die Beschreibung der Rückbindung 
mittels (2.14) nur eine Näherung, eine genauere Beschreibung wurde von M. 
Gopalakrishnan et al. berichtet [Gopalakrishnan et al., 2005]. Sie liefert allerdings 
keinen geschlossenen Ausdruck, der es auf einfache Weise ermöglicht, eine effektive 
Dissoziationsratenkonstante (ähnlich wie in Gl. (2.14)) anzugeben. Die nur 
näherungsweise Gültigkeit von Gl. (2.14) wirkt sich auch bei der Anpassung der 
Simulation an die Messwerte aus. So kann es für eine optimale Anpassung der 
Rechenwerte an die Messwerte notwendig werden, den Parameter dab,min in (2.14) 
negativ zu wählen. 
Einen ganz ähnlichen Effekt, wie bei der Rückbindung, beobachtet man auch 
beim Displacement (Phase 3). Deshalb wurde auch die Austauschratenkonstante 
ebc durch folgende effektive ERK ersetzt: 
 
𝑒𝑏𝑐,𝑒𝑓𝑓 = 𝑒𝑏𝑐 ∙  𝑒
𝑑𝑝𝑓∙
𝐴𝐵(𝑡3)−𝐴𝐵(𝑡3=0)
𝐴0     (2.15) 
 
Die Stärke dieses Effektes wird durch den sogenannten Displacementfaktor dpf in 
Gl. (2.15) beschrieben. 
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Die numerische Lösung des Differentialgleichungssystems (2.0) bis (2.4) mit 
Berücksichtigung der Gl. (2.14) und (2.15) für Displacementassays unter 
Verwendung monovalenter Rezeptoren, wird im Folgenden monovalentes Model 
(MM) genannt. 
 
Im restlichen Teil dieses Kapitels wird gezeigt: 
 
1.) Durch die numerische Lösung des Differentialgleichungssystems (2.0) bis 
(2.4) mit Berücksichtigung der Gl. (2.14) und (2.15) kann eine sehr gute 
Beschreibung der experimentell gefundenen SPR-Response auch für Assays 
mit bivalenten Antikörpern erreicht werden. 
2.) Der Einfluss der Transferratenkonstanten auf das Simulationsergebnis im 
Vergleich zur Messung (Abb. 2.4). 
3.) Wie entscheidend die Berücksichtigung der Rückbindung durch eine effektive 
Dissoziationsratenkonstante auf das Simulationsergebnis ist (Abb. 2.5). 
4.) Zur richtigen Beschreibung des Displacementeffektes ist eine 
Austauschreaktion (Gl. 2B) erforderlich (Abb. 2.6). 
 
 
Zunächst zeigt Abb. 2.3 den Konzentrationsverlauf des AB-Komplexes ABmeas 
während der Messung, d.h. als Funktion der Zeit t, zusammen mit den optimal 
erreichbaren numerischen Simulationsergebnissen AB(t) und den analytischen 
Lösungen ABexp(t). Zusätzlich sind auch noch die Konzentrationen B(t), C(t) und 
BC(t) mit dargestellt. 
Alle zugehörigen Simulationsparameter sind in Abb. 2.2 wiedergegeben. 
Wie in Abb. 2.3 zu sehen, wird mit diesen Parametern eine sehr gute 
Übereinstimmung von Messwerten und Simulationswerten erreicht. 
Der sprunghafte Abfall von B(t) zu Beginn der Phase 2 durch den 
vorgegebenen Startwert B02=0.5B1end (Abb. 2.2) gestattet es, den unsteten Abfall 
von AB(t) am Beginn der Phase 2 richtig wiederzugeben. Die experimentelle Ursache 
hierfür ist höchstwahrscheinlich die Störung der laminaren Strömung in der Flusszelle 
durch den Umschaltprozess von der Antikörperlösung auf die reine Pufferlösung und 
auch eine zeitliche Verschiebung der Strömungen in der Mess- und Referenzzelle. 
Abb. 2.4 zeigt zusammen mit Abb. 2.3 den Effekt einer 
Massentransportbegrenzung. Durch eine deutliche Erhöhung der Transportraten-
konstante für Antikörper erhält man in Abb. 2.4 einen viel steileren Anstieg der AB- 
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Komplexe (rote Quadrate) in der Assoziationsphase (Phase 1) als in Abb. 2.3. Dieser 
steile Anstieg stimmt nahezu mit der e-Funktion (violette Quadrate) des analytisch 
lösbaren Modells (ohne Berücksichtigung der Antikörperdiffusion, d.h. B=Bconc) 
überein. Dadurch wird deutlich, dass eine Massentransportbegrenzung berücksichtigt 
werden muss, um realistische Aussagen über die Ratenkonstanten der Messphasen 
treffen zu können. 
 
 
Abb 2.2: Parameter zur Simulation in Abb. 2.3. 
HA50000ng/45460nmol/l,  Code=16031400008
General parameters   A0=0.000139   rbf=16   dpf=3.8
Parameters of phase 1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------
Bconc1=8.3e-008   Cconc1=0   A0=0.000139   B01=0   C01=0
AB01=0   BC01=0
AB1eend=0.0001354   A1end=5.1581e-006   B1end=8.0616e-008   AB1end=0.00013384
   aab1=100000   abc1=0
dabexp1=0.0002   dab1=0.0002   dabmin1=0   dbc1=0
ebcexp1=0   eab1=0   ebc1=0   vb1=0.005   vc1=0   vbc1=0
Parameters of phase 2 ---------------------------------------------------------------------------------------------------
Bconc2=0   Cconc2=0   A0=0.000139   B02=4.0308e-008   C02=0
AB02=0.00013384   BC02=0
AB2eend=0.00011795   A2end=1.9303e-005   B2end=2.5512e-009   AB2end=0.0001197
   aab2=100000   abc2=0
dabexp2=0.0002   dab2=0.0006   dabmin2=-2e-005   dbc2=0
ebcexp2=0   eab2=0   ebc2=0   vb2=0.004   vc2=0   vbc2=0
Parameters of phase 3 ---------------------------------------------------------------------------------------------------
Bconc3=0   Cconc3=4.546e-005   A0=0.000139   B03=2.5512e-009   C03=1e-009
AB03=0.0001197   BC03=0
AB3eend=7.9246e-006   A3end=8.2903e-005   B3end=4.6727e-011   AB3end=5.6097e-005
C3end=4.546e-005   BC3end=5.3866e-006
ABSAB3dot3max=1.5075e-007
   aab3=100000   abc3=100000
dabexp3=0.0002   dab3=0.0002   dabmin3=0   dbc3=0.002
ebcexp3=55   eab3=0   ebc3=55   vb3=0.004   vc3=0.015   vbc3=0.004




Abb 2.4: Hier sind alle Parameter identisch mit Abb 2.3, lediglich die 
Transferratenkonstante für Antikörper vb wurde um den Faktor 10 erhöht. 

























Abb 2.3: SPR-Messungen und Simulationen für einen Schichtaufbau, wie in Abb 2.1 
dargestellt. In der Assoziationsphase (Phase 1) wird die Messzelle mit einer 
Antikörperlösung der Konzentration Bconc=80 nmol/l durchströmt, in der 
Dissoziationsphase (Phase 2) mit Pufferlösung. In der Displacementphase (Phase 3) 
wird die Messzelle mit einer HA Antigen-Lösung der Konzentration Cconc =45.5 mol/l 
durchströmt.  Messg. --- , 1000B: +, AB: , AB-Exp-Fkt: , 5BC: x, C: ◊ 



























Abb 2.5: Hier sind alle Parameter identisch wie für Abb 2.3, lediglich die 
Faktoren, die die Rückbindung steuern, wurden 0 gesetzt, d.h. rbf=dpf=0. 
 Messg. --- , 1000B: +, AB: , AB-Exp-Fkt: , 5BC: x, C: ◊ 























Ähnlich lässt sich mit Abb. 2.5, zusammen mit Abb. 2.3, der 
Rückbindungseffekt demonstrieren. Für Abb. 2.5 wurde die Rückbindung in der 
Dissoziationsphase (Phase 2) und der Displacementphase (Phase 3) 
„ausgeschaltet“, d.h. die Faktoren rbf und dpf wurden gleich 0 gesetzt, alle übrigen 
Parameter blieben wiederum unverändert. Man erhält wiederum eine AB-Response 
ähnlich der e-Funktion des analytisch lösbaren Modells mit dem Effekt, dass der 
charakteristische Verlauf der AB-Response (grüne Linie) in den Phase 2 und 3 nicht 
richtig beschrieben wird. Damit wird klar ersichtlich, dass für eine mit dem 
Experiment übereinstimmende Simulation nur die numerische Lösung bei 
Verwendung effektiver Ratenkonstanten dab,eff und ebc,eff in Frage kommt. 
 
Schließlich wird mit Abb. 2.6 zusammen mit Abb. 2.3 gezeigt, dass das 
Displacement nur durch eine Austauschreaktion hervorgerufen wird. Hierzu wurde für 
Abb. 2.6 lediglich der Austauschprozess „ausgeschaltet“, d.h. ebc=0 gesetzt. 




Abb 2.6: Hier sind alle Parameter identisch wie für Abb 2.3, lediglich die 
Austauschprozesse wurden unterdrückt, d.h. ebc=0. 
 Messg. --- , 1000B: +, AB: , AB-Exp-Fkt: , 5BC: x, C: ◊ 























Formal kann man das experimentell beobachtete Displacement auch ohne 
Einführung der Austauschreaktion beschreiben, indem man die 
Dissoziationsratenkonstante der AB-Komplexe in der Displacementphase (Phase 3) 
deutlich erhöht und gleichzeitig der Rebindingfaktor deutlich reduziert. Dieser Fall ist 
in Abb. 2.7 visualisiert. Allerdings müsste man dann in Kauf nehmen, dass sich die 
Dissoziationsratenkonstante der AB-Komplexe in der Phase 3 wesentlich von der 
Ratenkonstante der Phasen 1 und 2 unterscheidet, was völlig unverständlich wäre. 
Darüber hinaus muss dieser Parameter auch von der Konzentration der freien 
Antigene abhängig gemacht werden, während bei der Beschreibung des 
Displacementprozesses mit Hilfe der Austauschparameter die Abhängigkeit des 
Displacements von der Konzentration der freien Antigene unmittelbar gegeben ist, 
wie am einfachsten aus Gl. (2.13) zu ersehen. 
Das Displacement tritt nur auf, da die Bindung der Antikörper Anti-HA mit 
freien Antigenen HA stärker ist als mit immobilisierten HA. Die freien Antigene 
könnten folglich zu einer höheren Dissoziationsratenkonstante der AB-Komplexe 
führen bei gleichzeitig reduziertem Rebinding. Da sich beim Displacementprozess 
BC-Komplexe bilden, sollten diese auch in der Simulation auftreten, wie dies 
tatsächlich in Abb. 2.3 der Fall ist, aber nicht in Abb. 2.7. Hieraus folgt, dass der 
Displacementeffekt nur durch eine Austauschreaktion richtig beschrieben wird. 




Abb 2.7: Hier wurde ebenfalls ebc=0 gesetzt. Das Displacement wurde 
durch eine um den Faktor 7 höhere dab3-Konstante und einen um den Faktor 
6 reduzierten rbf3-Faktor (in der Phase 3) bewirkt. 
Messg. --- , 1000B: +, AB: , AB-Exp-Fkt: , 5BC: x, C: ◊ 























Im Weiteren wird sich bestätigen, dass das hier zur Anwendung kommende 
monovalente Modell mit Verwendung effektiver Ratenkonstanten (MM) in vielen 
Fällen eine gute Beschreibung der experimentellen Ergebnisse auch für 
Displacement-Assays mit bivalenten Antikörpern erlaubt. Allerdings gibt es Fälle, wie 
beispielsweise Assays zur Analyse niedermolekularer Liganden, die auf 
impedanzspektroskopischen Messungen basieren (siehe 3.2.2), die sich nur mit dem 
in Kapitel 3 behandelten bivalenten Modell richtig beschreiben lassen. 
Paradoxerweise zeigte sich, dass sich die SPR-Response von Displacement-
Assays unter Verwendung monovalenter High-Affinity Anti-HA-Antikörper (Fab-
Fragmente) nicht mit dem Modell für monovalente Antikörper richtig beschreiben 
lässt. Allerdings gilt dies nur für die Displacementphase, für die Assoziations- und die 
Dissoziationsphase gelingt die Simulation. Die Ursache für dieses paradoxe 
Verhalten lässt sich mit Hilfe des Modells für bivalente Antikörper (BM) aufklären. Mit 
dem BM kann auch in der Displacementphase die Response von Assays unter 
Verwendung von High-Affinity Anti-HA-Antikörpern richtig simuliert werden, wie im 
Kapitel 3.1.2 dargestellt. 
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2.2  Vergleich mit experimentellen Beispielen 
 




Die hier dargestellten Ergebnisse wurden durch Modellierung und Auswertung 
exemplarischer Messreihen erzielt. 
Hier soll zunächst anhand der Messreihe 1303Y9 die Anbindungs-Kinetik der 
Anti-HA Antikörper näher untersucht werden. Bei dieser Messreihe wurden nach 
Immobilisierung der HA-Peptide (Antigene) nacheinander fünf Zyklen aus einer 
Assoziationsphase, einer Dissoziationsphase und einer Regenerationsphase 
durchlaufen. Bei diesen Zyklen wurden nacheinander Antikörperlösungen der 
Konzentrationen Bconc = 5000 ng/ml (40 nmol/l), 1000 ng/ml (8 nmol/l), 10000 ng/ml 
(80 nmol/l), 2500 ng/ml (20 nmol/l), und 500 ng/ml (4 nmol/l) durch die Messzelle 
gepumpt. 
2.2.1.1  Immobilisierung der HA-Schicht 
Die Konzentrationen der immobilisierten HA-Peptide (Antigene) [Aimm]:= Aimm  
 
Abb. 2.8: SPR-Response während der Immobilisierungs- und Blockierungs- 
phase. 
BM2
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wurden für jeden Schichtaufbau durch eine SPR-Messung bestimmt, wobei als 
Referenzschicht der identische Schichtaufbau lediglich ohne Antigene verwendet 
wurde. 
Eine SPR-Messung zur Immobilisierung zeigt Abb. 2.8. Offensichtlich wurden  
bereits während der Immobilisierungsphase alle Bindungsstellen mit Antigenen 
abgesättigt, da nach der Blockierungsphase keine erkennbare Signalzunahme 
erfolgte. Es ergab sich eine mittlere Konzentration der immobilisierten HA-Peptide 
(Antigene) von Aimm=1.8 mmol/l. Dieser Wert ist typisch für alle hier untersuchten 
Anti-HA-Antigen Immobilisierungen, die Konzentrationen zwischen 1.8 und 2.6 
mmol/l ergaben. 
Wie bereits im Abschnitt 2.1.3 beschrieben, besteht ein linearer 
Zusammenhang zwischen der spezifischen SPR-Reponse und der 
Oberflächenkonzentration der Proteine. Die spezifische SPR-Response3 beträgt 0.1° 
je ng/mm2, sodass unter Verwendung der Messzonenhöhe (h=100 nm) die mittels 
SPR in mGrad gemessenen Response-Werte in ihre Konzentrationen (in mol/l) 
umgerechnet werden können. Für Antigene (molaren Masse=1100 g/mol) entspricht 
somit 1 mGrad SPR-Response einer Konzentration von 91 mol/l und für Anti-HA-
Antikörper (molare Masse=150 kg/mol) einer Konzentration von 667 nmol/l. 
2.2.1.2  Assoziations-und Dissoziationsphasen der Messreihe 1303Y9 
Zum Studium der Assoziations- und Dissoziationskinetik des Hämagglutinin-
Peptid/Hämagglutinin-Antikörper-Displacement-Assays hat es sich als zweckmäßig 
erwiesen, das monovalente und das bivalente Modell unmittelbar nebeneinander 
anzuwenden. Deshalb werden hier die Simulationsergebnisse des Kapitels 3 
vorweggenommen. 
Die Abb. 2.9 gibt einen Überblick über die komplette Messreihe. Im Bild a sind 
alle 5 Zyklen, wie sie nacheinander im Zeitraum von 0 bis 22000s (ca. 6 h) gemessen 
wurden, wiedergegeben. Die Bilder b-f zeigen die SPR-Response der einzelnen 
Messzyklen, wobei zusätzlich zu den Messkurven (grüne Linien) die mit dem 
bivalenten Modell berechneten Konzentrationssummen (AB+AAB) der AB-Komplexe 
und der AAB-Komplexe (rote Quadrate) dargestellt sind. Da auch mit dem MM unter 
Berücksichtigung der Rückbindung ein sehr gutes Anfitten der SPR-Messkurven 
möglich war, sieht ein der Abb. 2.9 entsprechendes Bild praktisch gleich wie die Abb. 
2.9 aus, es wird daher weggelassen.  
                                            
3 Da hier die gleiche SPR-Anordnung, die gleiche Laserwellenlänge und die gleiche Metallschicht (Au) wie bei 
Stenberg et al zur Anwendung kommt, kann man davon ausgehen, dass diese spezifische Response auch hier 
gilt. 
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Tabelle 2.1 gibt alle Parameter wieder, die sich durch Anfitten der Messkurven 
mit Hilfe des monovalenten Modells ermitteln lassen. Da hier in der 
Dissoziationsphase der Rebindingeffekt berücksichtigt werden musste, 
unterscheiden sich vor allem die Dissoziationsratenkonstanten in der 
Assoziationsphase von denen in der Dissoziationsphase. 
Für die Ratenkonstanten aus den Messkurven findet man für alle 
Antikörperkonzentrationen nahezu die gleichen Werte. Weiter sieht man, dass die 
vergleichbaren Ratenkonstanten zwischen beiden Modellen (siehe Tabellen 2.1 und 
2.2) nahezu gleich sind.  
 
Abb. 2.9: SPR-Response (Messung und Simulation) der Messreihe 1303Y9 im 
Überblick.  Messung: grüne Linie,   Simulation: rote Quadrate 







































































































































Bild a Bild b
500ng/ml  bzw. 4nmol/l
Bild c
1000ng/ml  bzw. 8nmol/l
Bild d2500ng/ml  bzw. 20nmol/l
5000ng/ml  bzw. 40nmol/l 10000ng/ml  bzw. 80nmol/l
Bild e Bild f
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Tabelle 2.1: Parameter aus Simulation (monovalentes Modell) der Assoziations- und 
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 0.0005 0.0005 0.0005 0.0004 0.0004 
dabmin2     
1
𝑠
 -0.0003 -0.0003 -0.0003 -0.0001 -0.0001 
vb1 = vb2 
1
𝑠
 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 
AB1end    
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑙
 32.09 38.18 53.57 57.30 56.78 
 
Außerdem zeigt sich hier, dass die maximal mögliche Antigenzahl A0, die 
abgebunden werden kann, im Rahmen des monovalenten Modells für alle 
Antikörperkonzentrationen praktisch gleich ist. 
Die stationären Endkonzentrationen der AB-Komplexe wurden mit Gl. (2.16) 
berechnet. 
𝐴𝐵1𝑒𝑛𝑑 = 𝐴0 ∙
𝑎𝑎𝑏1∙𝐵1𝑒𝑛𝑑
𝑎𝑎𝑏1∙𝐵1𝑒𝑛𝑑+𝑑𝑎𝑏1
    (2.16) 
Wie für alle anderen Bconc-Werte sind auch für Bconc=40 und 80 nmol/l die A0-
Werte nahezu gleich 60mol/l und sie sind nur wenig größer als die realisierten 
Bindungsstellen AB1end (Tab. 2.1). 
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Tabelle 2.2: Parameter aus Simulation (bivalentes Modell) der Assoziations- und 



































 0.005 0.003 0.0018 0.0015 0.003 
AB1end    
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑙

















 46.12 46.53 70.67 97.98 96.09 
 
Tabelle 2.2 gibt alle Parameter wieder, die sich durch Anfitten der Messkurven 
mit Hilfe des bivalenten Modells ermitteln lassen. Dabei zeigt sich, dass ein möglichst 
gutes Anfitten der Messresponse in der Assoziierungsphase nur möglich ist, wenn 
auch Abweichungen von den nominalen Antikörperkonzentrationen zugelassen 
werden. Dies ist bei den nominalen Konzentrationen 4 und 8 nmol/l erforderlich. Es 
ist offensichtlich schwierig, Lösungen mit sehr niedrigen Bconc-Werten exakt 
herzustellen. Allerdings könnte auch eine Adsorption eines Teiles der Antikörper in 
den Zuleitungen zu einer effektiv niedrigeren Antikörperkonzentration führen. 
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Weiter sieht man, dass sich für die Assoziationsratenkonstanten, die 
Dissoziationsratenkonstanten sowie die Transferratenkonstanten aus den 
Messkurven für alle Antikörperkonzentrationen4 nahezu die gleichen Werte ergeben, 
d.h. die Messungen und die Simulationen ergeben ein konsistentes Bild der 
Anbindungs-Kinetik der Anti-HA-Antikörper. 
Die Abhängigkeit der Assoziationskinetik von der Antikörperkonzentration Bconc 
äußert sich in einer SPR-Response, die mit zunehmendem Bconc steiler ansteigt, 
wobei die maximale Steigung der Assoziationskurve linear mit der 
Antikörperkonzentration ansteigt (Abb. 2.10). Diese lineare Abhängigkeit der 
maximalen Steigung der Assoziationskurve von Bconc ist wegen des ersten Terms 
von Gl. (2.1) durchaus plausibel. 
Für die weiteren Untersuchungen zum Displacement sind auch die stationären 
Endkonzentrationen der AB- und AAB-Komplexe und damit der SPR-Signale, die in 
der Assoziationsphase erreicht werden, wichtig. Sie können leicht mit Hilfe der 
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten (Tab. 2.2) mit den Formeln (2.17) 
                                            
4 Im Gegensatz zum monovalenten Modell sind hier auch alle Ratenkonstanten in der jeweiligen Assoziations- 
und Dissoziationsphase identisch. 
 
Abb. 2.10: Maximaler Anstieg der SPR-Response in der Assoziationsphase in 
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und (2.18) berechnet werden, die sich aus (3.2) und (3.3) für  
𝑑𝐴𝐵
𝑑𝑡
= 0  und  
𝑑𝐴𝐴𝐵
𝑑𝑡



































)]   (2.18) 
 
Aus dem Verlauf der Messkurven entnimmt man, dass bereits ab einer 
Antikörperkonzentration von 5000 ng/ml (40 nmol/l) und einer Dauer der 
Assoziierungsphase von etwa 1500s nahezu der stationäre Endwert der Anbindung 
erreicht wird. 
Schließlich sieht man noch aus Tabelle 2.2, dass die maximal mögliche Antigenzahl 
A0, die abgebunden werden kann, im Rahmen des bivalenten Modells keine feste 
Größe ist, sondern vielmehr von der Antikörperkonzentration abhängt. Dies ist 
unmittelbar nicht zu verstehen, es kann nur daher kommen, dass mit zunehmender 
Antikörperkonzentration immer mehr Antikörper doppelt gebunden sind, wie aus den 
Endwerten AAB1end und AB1end für Bconc=40 und 80 nmol/l zu sehen (Tab. 2.2). Für 
diese beiden Konzentrationen sind auch die beiden A0-Werte praktisch gleich und 
sind nur wenig größer als die realisierten Bindungsstellen AB1end+2AAB1end (Tab. 
2.2). 
 
2.2.1.3  Immobilisierte HA-Schicht und maximal mögliche Bindungsstellen 
Aus Abb. 2.8 entnimmt man, dass für die Messreihe 1303Y9 die Konzentration 
der immobilisierten HA-Peptide (Antigene) 1.810-3 mol/l betrug, d.h. im 
Messvolumen Vmess befanden sich 1.810
-3
VmessNA
5 Antigene. Für den Fall, dass die 
Antikörper nur monovalent an die Antigene anbinden, können (siehe Tab. 2.1) 
maximal 6010-6VmessNA Antikörper anbinden. Im Mittel stehen also  
1.810-3 / 6010-6 = 30 Antigene für die Anbindung eines Antikörpers zur Verfügung. 
Dieses Verhältnis 30:1 gibt offensichtlich eine geometrisch bedingte Grenze an. Die 
Konzentration der möglichen Bindungen ist damit natürlich nicht auf 60 mol/l 
begrenzt. Für den Fall, dass Antikörper monovalent oder bivalent gebunden werden, 
                                            
5 NA=6.02214110
23 mol-1 ist die Avogadrokonstante 
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sollte somit die Konzentration der möglichen Bindungen ungefähr zwischen 60 und 
120 mol/l liegen. 
Allerdings hat sich gezeigt, dass das Verhältnis von Antigenen zu Antikörpern 
nicht für alle Messreihen gleich war. Wie sich zeigte, hängt es wesentlich von der 
Qualität der verwendeten Antikörperlösung ab. Bei der im Folgenden hauptsächlich 
diskutierten Messreihe 2209Y9 stand einer immobilisierten Antigenkonzentration von 
2.610-3 mol/l eine Antikörperkonzentration von durchschnittlich 137 mol/l 
gegenüber, sodass sich ein geometrisches Verhältnis von etwa 19:1 ergab. 
In diesem Zusammenhang ist es interessant, direkt das geometrische 
Größenverhältnis von Antigenen und Antikörpern zu betrachten. Eine grobe 
Abschätzung ergibt sich, wenn man die equivalenten Antigen- und 
Antikörperdurchmesser aus der für Proteine typischen Dichte 1.32  Prot  1.43 
g/cm3 [Christensen, 1997] und den Molekulargewichten MWHA = 1.1 kg/mol und 
MWAnti-HA = 150 kg/mol berechnet. Dies ergibt dHA = 1.4 nm und dAnti-HA = 6.92 nm. 
Damit erhält man ein Flächenverhältnis von Antigenen zu Antikörpern von 25:1. Geht 
man dagegen von der bekannten HA-Antikörper-Struktur aus (Proteinexplorer, 
[Martz, 2002]), deren Ketten, die die Antigen-Bindungsstellen tragen, einen Abstand 
von 7.5nm haben, so findet man ein Flächenverhältnis von Antigenen zu Antikörpern 
von 16:1 bis 25:1, d.h. man hat ein Bindungsverhältnis von 16:1 bis 25:1. Dem aus 
den SPR-Messungen erhaltenen Bindungsverhältnis von 19:1 bis 30:1 steht also ein 
rein aus Strukturgrößen ermitteltes Bindungsverhältnis von 16:1 bis 25:1 gegenüber, 
ein durchaus befriedigendes Ergebnis. 
2.2.1.4  Messung und Simulation anhand der Messreihe 2209Y9 
Die Abb. 2.11 gibt einen Überblick über die gesamte Messreihe 2209Y9. Die 
Bilder a-h zeigen die SPR-Response der einzelnen Messzyklen, wobei wie in Abb. 
2.9 zusätzlich zu den Messkurven (grüne Linien) hier die mit dem monovalenten 
Modell berechneten Konzentrationen der AB-Komplexe (rote Quadrate) dargestellt 
sind. Man sieht, dass sich mit Hilfe des monovalenten Modells die Messkurven sehr 
gut beschreiben lassen. Alle Parameter, die sich durch Anfitten der Messkurven 
ermitteln lassen, sind in Tab. 2.3 zusammengestellt. 
Man erkennt, dass bei den neun HA-Konzentrationen für alle Assoziations-, für 
alle Dissoziations- und Displacementphasen nahezu gleiche Assoziations-, 
Dissoziations- und Transferratenkonstanten erhalten werden, obwohl nach jeder 
Displacementphase ein Regenerationsprozess zur Anwendung kam. 
  







Abb. 2.11: SPR-Response (Messung und Simulation) der Messreihe 2209Y9 im 
Überblick. Die Konzentration der freien Antigene wurde von 18.18nmol/l (Bild a) 
bis 89090nmol/l variiert (Bild h). Wie für 18.18nmol/l zeigt sich natürlich auch bei 
9.09 nmol/l noch keinerlei Displacement. Das Bild zur HA-Konzentration von 9.09 
nmol/l wurde deshalb weggelassen. 
Messung:  grüne Linie,  Simulation:  rote Quadrate 






















































































































































Bild a Bild b
HA 181.8 nmol/l HA 909 nmol/l
Bild c Bild d
HA 1818 nmol/l
HA 9090 nmol/l
Bild e Bild f
HA 18182 nmol/l
HA 89090 nmol/l
Bild g Bild h













































































 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 


















 8.75 10.6 19.8 18.6 33.4 43.7 53.4 63.5 52.4 
 




Die Abhängigkeit der Displacementkinetik von der Konzentration der freien 
Antigene Cconc äußert sich einerseits in einer mit zunehmendem Cconc steiler 
abfallenden Konzentration der AB-Komplexe6 |𝑑𝐴𝐵3 𝑑𝑡3⁄ |𝑚𝑎𝑥 und natürlich auch in 
einem größeren Abfall der AB-Konzentration innerhalb der Dauer der 
Displacementphase |∆𝐴𝐵3/∆𝑡3|. Diese Größen sind ebenfalls in Tab. 2.3 
wiedergegeben und in Abb. 2.12 und Abb. 2.13 vs. Cconc dargestellt. 
Wie aus den Gl. (2.1) bis (2.4) und (2.15) zu sehen, wird in der 
Displacementphase der Abfall der AB-Konzentration durch die Parameter Cconc , vc , 
ebc3 , eab3 und dpf gesteuert, die übrigen Ratenkontanten in dieser Phase sind bereits 
durch die Assoziations- und Dissoziationsphase festgelegt. Natürlich ist es nicht 
möglich alle fünf Parameter durch Anfitten des berechneten AB-Verlaufes an den 
gemessenen eindeutig und halbwegs genau zu bestimmen. Deshalb wurden 
folgende Annahmen und Vereinfachungen vorgenommen: 
 Die vorgegebenen HA-Konzentrationen Cconc werden als exakt angenommen. 
 Wie schon für 2.1.2 wird zur Vereinfachung eab3=0 gesetzt. 
 Da die Transferratenkonstanten für freie HA-Antigene und Antikörper 
proportional zur ihren Diffusionskonstanten sind (Gl. (2.6)) und diese 
wiederum umgekehrt proportional zu den (effektiven) Antigen- und 










= 5     (2.19) 
 
Da bei vielen Messreihen eine Transferratenkonstante für Antikörper von etwa 
0.003 s-1 zu einer optimalen Anpassung an die SPR-Messungen führte, wurde somit 
vc=0.015 s
-1 festgelegt. Die verbleibenden Parameter ebc3 und dpf konnten durch 
Fitten der Messkurven gefunden werden, wobei ebc3 hauptsächlich durch die 
Anfangssteigung von AB3 gegeben ist und sich dpf durch die Krümmung der 
Messkurve ergibt. 
  
                                            
6 In Tab. 2.3 ist der Maximalwert des Konzentrationsabfalles wiedergegeben (Maximum von |𝑑𝐴𝐵3 𝑑𝑡3⁄ |). 
7 Siehe Diskussion am Ende des vorigen Abschnitts: Immobilisierte HA-Schicht und maximal mögliche 
Bindungsstellen 
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Im Unterschied zu allen anderen Ratenkonstanten in Tabelle 2.3 findet man, 
dass die Austauschratenkonstante ebc3 von der Konzentration der freien Antigene in 
der Messzone abhängt. Diese Abhängigkeit ist für die Messreihe 2209Y9 in Abb. 
2.14 dargestellt. Sie lässt sich mit folgendem Potenzgesetz beschreiben. 
 
𝑒𝑏𝑐 = 𝑒𝑏𝑐(1) ∙ 𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐
𝛼      (2.20) 
 
In Gl. (2.20) ist ebc(1) die Austauschratenkonstante bei der Antigenkonzentration 
Cconc=1 nmol/l und =-0.55 die Steigung der Geraden in Abb. 2.14. 
Die Abnahme der Austauschratenkonstante ebc mit zunehmender 
Antigenkonzentration Cconc, ist ein Effekt, der ganz ähnlich dem Rebindingeffekt in 
der Displacementphase ist. Zur weiteren Diskussion dieser Effekte in der 









 der Messreihe 



























Abb. 2.13: Gesamte Änderung der SPR-Response |𝛥𝐴𝐵/𝛥𝑡 | der Messreihe 2209Y9 




















Abb. 2.14: Abhängigkeit der Austauschratenkonstanten ebc von der HA-
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2.2.1.5  Anwendung von Displacementmessungen zur Bestimmung der  
  Konzentration freier Antigene 
Die in den Abb. 2.12 bis 2.14 gezeigten Abhängigkeiten der maximalen 
Steigung der SPR-Response, der totalen Änderung des SPR-Signals in der 
Displacementphase sowie der Austauschratenkonstanten von der Konzentration der 
freien HA-Antigene ist natürlich auch von der Konzentration der AB-Komplexe am 
Ende der Dissoziationsphase AB2end abhängig und damit auch von A0. Dies lässt sich 
gut anhand einer Messreihe mit deutlich unterschiedlichem A0 demonstrieren. Hierzu 
sollen noch die Ergebnisse der Messreihe 1301Y9 wiedergegeben werden. 
Abb. 2.15 zeigt einen Überblick über die SPR-Messungen und die 
Simulationen mit dem SM. Die Tabelle 2.4 zeigt alle Parameter und die SPR-
Response in Abhängigkeit von der Konzentration der freien HA-Antigene für eine A0-
Konzentration von ca. 60 mol/l. Mit Hilfe der Messreihe 0804Y8 findet man für 
dieses A0 noch weitere Responsewerte für Cconc zwischen 10000 und 100000 nmol/l. 
Weitere Messreihen liefern noch die Responsewerte für A0 von etwa 100 mol/l, 
sodass man die maximale Steigung der SPR-Response in Abhängigkeit der 
Konzentration der freien HA-Antigene für die Parameter A0 ca. 60, 100 und 140 
mol/l darstellen kann. Diese Responseplots bilden ein Responsefeld, das in Abb. 
2.16 in einfach logarithmischer Darstellung und in Abb. 2.17 in doppelt 
logarithmischer Darstellung wiedergegeben ist. 
 
  














Abb. 2.15: SPR-Response der Messreihe 1301Y9 im Überblick (Bild a). Die 
Konzentration der freien Antigene wurde von 90.91nmol/l (Bild c) bis 90910nmol/l 
variiert (Bild b). Messung: grüne Linie,  Simulation: rote Quadrate. 
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Tab. 2.4: Parameter aus Simulation (monovalentes Modell) der Messreihe 1301Y9 
  mit Bconc: 80 nmol/l 
Cconc    
𝑛𝑚𝑜𝑙
𝑙
 90910 90.91 909.1 9091 90910 
A0    
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑙
 64.3 64.3 64.3 64.3 64.5 
aab1    
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 80000 80000 80000 80000 80000 
dab1    
1
𝑠
 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 
vb1    
1
𝑠
 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 
aab2   
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 80000 80000 80000 80000 80000 
dab2    
1
𝑠
 0.0006 0.0006 0.0006 0.0006 0.0006 




 -0.0002 -0.0002 -0.0002 
vb2    
1
𝑠
 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 
aab3    
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 80000 80000 80000 80000 80000 
dab3     
1
𝑠
 0.0002 8e-5 0.0002 0.0002 0.0002 
dabmin3      
1
𝑠
 0 -0.0001 0 0 0 
vb3    
1
𝑠
 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 




5 105 105 105 105 
dbc3    
1
𝑠
 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 
vbc3    
1
𝑠
 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015 
vc3    
1
𝑠
 0.015 0.0075 0.0075 0.0075 0.015 
dpf 3 - 30 13 10 
ebc3    
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙






   
𝑛𝑚𝑜𝑙
𝑠∙𝑙




|       
𝑛𝑚𝑜𝑙
𝑠∙𝑙
 22.4 2.24 5.24 10.16 14.07 
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Mit Hilfe eines Responsefeldes ist es folglich prinzipiell möglich, über einen 
SPR-Messzyklus8 aus einer Messung der maximalen Responsesteigung in der 
Displacementphase auf die Konzentration der freien Antigene beim Displacement 
zurück zu schließen. Hierzu ist es nur noch notwendig, in der Assoziationsphase die 
Konzentration A0 für den verwendeten Schichtaufbau zu bestimmen. Aus den Abb. 
2.16 und 2.17 sieht man, dass ein Schichtaufbau mit einem möglichst hohen A0 
sowohl die Empfindlichkeit als auch die Genauigkeit der Messung begünstigt. 
 
 
                                            
8 Anstelle von SPR-Messungen kann natürlich auch die Messung der Massenbelegung mit Hilfe 
massenempfindlicher Sensoren, wie z.B. QCM, durchgeführt werden. 
 
 
Abb. 2.16: Displacement-Responsefeld der maximalen Steigung des Betrages 
des SPR-Signals in einfach logarithmischer Darstellung. 
Die Messpunkte wurden jeweils mit einem Potenzgesetz angefittet (schwarze 
























A0 ca 140e-6 M
A0 ca 100e-6 M
A0 ca 60e-6 M
Pot.(A0 ca 140e-6 M)
Pot.(A0 ca 100e-6 M)
Pot.(A0 ca 60e-6 M)










Abb. 2.17: Displacement-Responsefeld der maximalen Steigung des Betrages 
des SPR-Signals in doppelt logarithmischer Darstellung. 
Die Messpunkte wurden jeweils mit einem Potenzgesetz angefittet (schwarze 





















A0 ca 140e-6 M
A0 ca 100e-6 M
A0 ca 60e-6 M
Pot.(A0 ca 140e-6 M)
Pot.(A0 ca 100e-6 M)
Pot.(A0 ca 60e-6 M)
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2.2.2  Fluoreszenzspektroskopie eines Hämagglutinin-
Peptid/Hämagglutinin-Antikörper-Displacement-Assays 
2.2.2.1  Modellierung 
Ähnlich wie bei der Modellierung der SPR-Messungen, soll auch hier mit der 
Modellierung der Messergebnisse der Fluoreszenzspektroskopie begonnen werden. 
Da die fluoreszenzspektroskopischen Messungen in einem stationären Batchprozess 
ablaufen, vereinfacht sich das Gleichungssystem. 
Da hier im Unterschied zu den SPR-Messungen die Antikörper immobilisiert 
sind, interessiert nicht die Zahl der Antikörper sondern nur die Zahl der möglichen 
Bindestellen. Dadurch wird der Fall der Fluoreszenzmessung voll und ganz mit dem 
monovalenten Modell beschrieben. 
Definitionen 
Die Bezeichnungen für die Namen der Antigene und Antikörper und ihrer 
Konzentrationen sind ganz ähnlich wie im Abschnitt 2.1.1. 
Immobilisierte Anti-HA-Antikörper: Bimm  Konzentration:  [Bimm]:=Bimm 
Da an jeden Antikörper ein oder zwei Antigene anbinden können, ist die Zahl der 
möglichen Bindestellen B0 wesentlich
9, ihre Konzentration ist:  [B0]:=B0 
Nicht abgebundene Antikörper-Bindestellen: B     [B]:=B 
Freie markierte Antigene (HA-eGFP): A      [A]:=A 
Freie Antigene (HA-Peptide): C       [C]:=C 
Konzentration der zu Beginn eines Displacements zugeführten 
freien Antigene:         Cconc 
Markierte Antigen/Antikörper-Komplexe: BA     [BA]:=BA 
Nicht markierte Antigen/Antikörper-Komplexe: BC    [BC]:=BC 
Reaktionsgleichung der Displacementreaktion 
      (2.21)10 
Die Austausch-Ratenkonstanten ebc und eba sind genauso definiert wie in 2.1.1. 
                                            
9 Durch diese Definition von B0 und die Normierung des stationären Ergebnisses von BC mit B0 ist es hier, d.h. 
bei immobilisierten Antigenen, unerheblich, ob die Anbindung der Antigene monovalent oder bivalent erfolgt. 
10 Zu vergleichen mit der Displacementreaktion (2B), Kapitel 2.1.1. Dort ist A ein immobilisiertes Antigen, hier 
ein markiertes Antigen. 
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Differentialgleichung der Displacementreaktion 
Der Displacementprozess wird durch das Zuführen freier HA-Antigene einer 
definierten Konzentration auf eine Schicht immobilisierter Anti-HA-Antikörper, deren 
Bindungen vollständig mit angebundenen HA-eGFP-Antigenen (markiert) abgesättigt 
sind, ausgelöst. Das Anwachsen der freien Antigen/Antikörper-Komplexe BC durch 
Verdrängen von HA-eGFP aus ihrer Bindung zu immobilisierten Antikörpern 
beschreibt den Displacementprozess. Er ist somit mit Gl. (2.2) beschreibbar, wenn 
man den Transferterm weglässt. 
𝑑𝐵𝐶
𝑑𝑡
= 𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵 ∙ 𝐶 − 𝑑𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶 − 𝑒𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 + 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 (2.22) 
Im Unterschied zu den SPR-spektroskopischen Messungen kann man mit der 
Fluoreszenzspektroskopie nicht den zeitlichen Verlauf der Konzentration der BC-
Komplexe erfassen, sondern nur den stationären Endwert BCend. Dieser lässt sich 
aus (2.22) ableiten, indem man  
𝑑𝐵𝐶
𝑑𝑡
= 0 setzt. 
Zur Berechnung von BCend kommen noch folgende Rand- und 
Anfangsbedingungen zur Anwendung: 
 Es liegen zu keiner Zeit freie Antikörperbindungen vor, d.h. 𝐵(𝑡 ≥ 0) = 0 und 
damit auch:   𝐵𝐴(𝑡) + 𝐵𝐶(𝑡) = 𝐵0 
 Zu Beginn des Displacements sind alle markierten Antigene an Antikörper 
gebunden:   𝐵𝐴(𝑡 = 0) = 𝐵0 
 und     𝐶(𝑡 = 0) = 𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 
 
Damit gilt auch  𝐴(𝑡) = 𝐵0 − 𝐵𝐴(𝑡) 
und    𝐶(𝑡) =    𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝐵𝐶(𝑡) 
Da zu Beginn des Displacements alle Bindestellen B0 durch markierte 
Antigene gebunden sind (𝐵𝐴(𝑡 = 0) = 𝐵0, 𝐵𝐶(𝑡 = 0) = 0), läuft die Displacement-
reaktion (2.21) von links nach rechts, d.h. die Austauschratenkonstante eab in der 
























)  (2.23)  
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Diese Gleichung wurde für die experimentell verwendete 
Antikörperkonzentration Bconc = 10 g/ml = 80 nmol/l und Antigenkonzentrationen 
zwischen 10ng/ml (9.09nmol/l) und 0.5 mg/ml (0.45 mmol/l) ausgewertet. Hierzu 
wurden die Ratenkonstanten dbc und ebc aus den SPR-Ergebnissen der Messreihe 
2209Y9, wie sie in Tab. 2.3 in Abhängigkeit von der Antigenkonzentration dargestellt 
sind, verwendet. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind unter der Bezeichnung 
„Theorie“ zusammen mit den experimentellen Ergebnissen der Fluoreszenz-
spektroskopie in Abb. 2.23 wiedergegeben. 
 
2.2.2.2  Versuchsdurchführung mit freiem HA und mit HA-funktionalisierten BSA 
Die Versuchsdurchführung erfolgte mit einem Assay im Mikrotiterplatten-




Abb. 2.18: Schematische Darstellung der Beschichtung einer mit NeutrAvidin 
vorbeschichteten Mikrotiterplatte zur konzentrationsabhängigen Analyse des 
Displacements von HA-eGFP durch HA. 
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Zur Analyse der optimalen Antikörperkonzentration wurden Displacement-
Versuche mit unterschiedlichen Antikörperkonzentrationen durchgeführt (Abb. 2.19).  
2.2.2.3  Messergebnisse 
Abb. 2.19 zeigt das Displacement von HA-eGFP mit sieben HA 
Konzentrationen bei der Beschichtung der Wells mit unterschiedlichen Antikörper-
konzentrationen. 
Die optimale Antikörperkonzentration wurde mit 5-10 μg/ml bestimmt. Höhere 
Antikörperkonzentrationen erbrachten zwar eine höhere durchschnittliche Intensität, 
aber keine höhere Sensitivität (Differenzierbarkeit benachbarter Werte). Aus diesem 
Grund wurde in den folgenden Untersuchungen eine 10 μg/ml Anti-HA-Antikörper-
Lösung eingesetzt.  
 
Abb. 2.19: Darstellung des Ergebnisses einer Titration der optimalen 
Anti-HA-Antikörperkonzentration für die Detektion eines Displacements. Es 
ist jeweils die Intensität der HA-eGFP Fluoreszenz nach einem 
Displacement mit acht unterschiedlichen HA Konzentrationen (0 mg/ml, 0,5 
mg/ml, 0,01 mg/ml bis 1 ng/ml, von links nach rechts) bei vorausge-
gangenen Beschichtungen mit acht unterschiedlich konzentrierten Anti-HA-
Antikörperlösungen (10 µg/ml bis 0,01 µg/ml; über den Intensitätsbalken 
bezeichnet) dargestellt.  
 dargestellt. 




Die Konzentrationen des zuvor angebundenen HA-eGFP variierte von 0.135 
mg/ml bis 1.08 mg/ml. Alle untersuchten HA-eGFP Konzentration wurden relativ hoch 
gewählt, um eine vollständige Belegung aller Antikörper zu gewährleisten. Wie Abb. 
2.20 zeigt, führen die gewählten HA-eGFP-Konzentrationen zu keiner signifikanten  
Änderung der Belegungsdichte der Anti-HA-Antikörper. Die Abweichung der 
Konzentration von 0,27 mg/ml verwendete HA-eGFP-Konzentration ist auf ein 
Messartefakt zurückzuführen. In den weiteren Untersuchungen wurde daraufhin eine 




Abb. 2.20: Darstellung des Ergebnisses einer Titration der HA-eGFP-
Konzentration für die Detektion eines Displacements. Es ist die prozentuale 
Ablösung von HA-eGFP in Abhängigkeit von der HA-Konzentration dargestellt. 
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Für den Erhalt einer Standardkurve wurden eine Mikrotiterplatte dreimal mit 
PBST-Puffer gewaschen, mit 10 µg/ml Antikörper beschichtet, für 2 Stunden 
angebunden und wieder dreimal mit Puffer gewaschen. Daraufhin wurde eGFP-HA  
(0.14 mg/ml) für eine Stunde angebunden und die Platte anschließend dreimal mit 
Puffer gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgte mit je 100 µl Puffer ohne BSA. 
Die Platte wurde in einem Plattenreader (die Intensität der Fluoreszenz bei einer 
Anregung von 467 nm und der Emission bei 509 nm) vermessen. Unterschiedliche 
HA-Konzentrationen (in Puffer; je 100 µl/ Well) wurden in die Platte pipettiert und für 
eine Stunde inkubiert. Anschließend wurde 2x mit Puffer und 1x mit Puffer ohne BSA 
gewaschen und die Platte erneut mit PBST ohne BSA vermessen (Abb. 2.21). 
Wie die Abb. 2.21 verdeutlicht, konnte ein konzentrationsabhängiges 
Displacement von HA-eGFP durch das zugefügte HA sehr gut gemessen werden. 
Allerdings erbrachte ein Vergleich der erhaltenen Signale nach dem Displacement 
mit den Signalen vor dem Displacement, dass eine überwiegende Menge an HA-
eGFP auch ohne zugefügtes HA abgewaschen wird. 
  
Abb. 2.21: Ergebniss eines Displacement von HA-eGFP durch acht 
unterschiedliche HA-Konzentrationen. Es ist die Intensität der verbleibenden 
Fluoreszenz in Abhängigkeit von der HA-Konzentration dargestellt. 
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Die Vermutung lag nahe, dass vor dem Displacement nicht ausreichend 
gewaschen wurde und so bei der ersten Messung der Fluoreszenz vor dem 
Displacement durch noch viel ungebundenes HA-eGFP  eine zu hohe Ausgangs-
intensität gemessen wurde. Um dies zu untersuchen, wurde erneut eine  
Platte mit Antikörper und HA-eGFP beschichtet und die Platte anschießend fünfmal 
über einen längeren Zeitraum als zuvor (je Waschschritt 15 min schüttelnd inkubiert) 
gewaschen, um sicher zu gehen, dass alles ungebundene HA-eGFP abgewaschen 
wurde. Die Intensitätsänderungen nach jedem Waschschritt wurden gemessen. Nach 
dem anschließenden Displacement (Inkubation für eine Stunde mit HA unterschiedl. 
Konzentration) erhält man weiterhin maximal 25% des Ausgangssignals auch ohne 
die Zugabe von HA (Abb. 2.22). Geht man davon aus, dass das Ausgangssignal der 
Fluoreszenz der an Antikörper gebundenen HA-eGFP Moleküle entspricht, bedeutet 
dies, dass ein großer Teil des HA-eGFP während des Displacements abgelöst wird. 




Abb. 2.22: Displacement von HA-eGFP durch acht unterschiedliche HA-
Konzentrationen. Es ist der Anteil der Fluoreszenz als prozentualer Anteil der 
Ausgangsfluoreszenz vor dem Displacement in Abhängigkeit von der HA-
Konzentration dargestellt. 

































Displacem nt von eG  durch freies HA
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Damit entspricht das erhaltene Ergebnis aus den Mikrotiterplatten-
untersuchungen sehr genau den Beobachtungen bei den SPR-Messungen des 
Displacements. Auch dort wurde unter Verwendung des gleichen Antikörpers eine 
schnelle Dissoziation der HA-eGFP-Antikörper-Komplexe beobachtet und der 
Antikörper als relativ niedrig affin zu HA-eGFP eingestuft. Interessanterweise sank 
auch bei den SPR-Messungen der Dissoziation der HA-eGFP-Antikörper-Komplexe 
das Signal auf ca. 25% des Ausgangssignals ab. 
Somit bestätigen die SPR-Messungen gut die Ergebnisse der Untersuchungen 
im Mikrotiterplattenformat. Der in den SPR-Untersuchungen ebenfalls eingesetzte 
hoch affine Antikörper (Roche) wurde im Mikrotiterplattenformat nicht untersucht. 
Aus den erhaltenen Messwerten kann auch eine relative Ablösung (als 
Kompetition) von HA-eGFP durch die jeweiligen HA–Konzentrationen berechnet 
werden. Hierbei entspricht einer 100% Kompetition dem völligen Ersetzen des HA-
eGFP durch HA. Aus den Messwerten wurde die Kompetition folgendermaßen 
berechnet [Crowther et al., 1995]: 
 𝐾𝑜𝑚𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 = (1 −
𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟(𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐)−𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝐻𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑔𝑟
𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟(𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐=0)−𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝐻𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑔𝑟
)  (2.24) 
In Abb. 2.23 sind die experimentell erhaltenen Kompetitionswerte in 
Abhängigkeit von der Konzentration der freien HA-Antigene dargestellt. 
 
Abb. 2.23: Displacement von HA-eGFP bei 11 unterschiedlichen HA-
Konzentrationen. Es ist die Verdrängung von HA-eGFP durch HA (Kompetition) in 
Abhängigkeit von der HA-Konzentration dargestellt. Die theoretischen Werte 
wurden mit Hilfe der Modellrechnung von 2.2.2.1 und den Daten aus Tab. 2.3. 
berechnet. Das rechte Bild zeigt die Daten mit linearer Abszisse. 
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Wie man aus dem Vergleich der gemessenen und berechneten Kurven sieht, 
sind offensichtlich die Kompetitionswerte bei freien Antigen (HA) Konzentrationen 
unter ca. 0.01 mg/ml zu hoch. Dies ist einerseits auf die harschen Waschbe-
dingungen (entspricht einer verstärkten Dissoziation), die sich natürlich vor allem bei 
den niedrigen HA-Konzentrationen bemerkbar machen, und andererseits auf 
Ausbleicheffekte zurückzuführen. 
2.2.2.4  Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf  das Displacement 
Der Einfluss des pH-Wertes auf ein Displacement wurde durch ein 
Displacement bei pH 5 und pH 8 untersucht. Die Beschichtung der Platte erfolgte hier 
bei neutralem pH-Wert. Dann wurde ein Displacement unter verändertem pH-Wert 
durchgeführt, die Platte anschließend aber wieder mit neutralem Puffer gewaschen 
und vermessen, da sich die optischen Eigenschaften von eGFP mit dem pH-Wert 
verändern [Liu et al., 2006]. Für eine bessere statistische Aussage wurde in 6-facher 
Bestimmung gemessen (2 unterschiedliche Konzentrationen). 
Bei allen pH-Werten kann ein konzentrationsabhängiges Displacement 
festgestellt werden (Abb. 2.24). Das Displacement variiert hierbei von pH 8 bis pH 5 
um 20% (Abb. 2.24). Abb. 2.25 zeigt, dass tendenziell mit einem sinkenden pH-Wert 
 
Abb. 2.24: Displacement von HA-eGFP bei drei unterschiedlichen pH-Werten. Es 
wurden drei verschiedene HA-Konzentrationen eingesetzt. Der Anteil der 
Fluoreszenz als prozentualer Anteil der Ausgangsfluoreszenz vor dem 
Displacement (% Kompetition) ist in Abhängigkeit von der HA-Konzentration 
dargestellt. 
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mehr HA-eGFP abgelöst wird. Da unterschiedliche pH-Werte die Bindung des 
Antikörpers zu HA-eGFP beeinflussen und die Intensität des Messwertes bei 0 mg/ml 
HA bei dem niedrigeren pH-Wert nicht sinkt, kann man vermuten, dass die Affinität 
des Antikörpers zu HA gegenüber der Affinität zu HA-eGFP bei nierdrigeren pH-
Werten steigt. Dies muss allerdings noch mit umfassenderen Messungen bestätigt 
werden. 
2.2.2.5  Validierung des Displacement-Assays mit eGFP-HA und freiem HA 
Für die Validierung des Displacement-Assays wurden sieben verschiedene 
Analytkonzentrationen in 10-facher Bestimmung vermessen, um eine möglichst 
aussagekräftige statistische Auswertung vornehmen zu können. Zusätzlich wurden 
der Nullwert (0 mg/ml HA) und der Hintergrund (0 mg/ml Anti-HA-Antikörper) 
ebenfalls in 10facher Bestimmung vermessen. Aus den erhaltenen Werten wurde 
eine Standardkurve erstellt (Abb. 2.26, großes Bild, logarithmische Skalierung; 
kleines Bild lineare Skalierung). Wie Abb. 2.26 zeigt, liegen alle gewählten HA-
Konzentrationen im linearen Bereich der Kurve, das erhaltene Fluoreszenzsignal 
(Intensität) steigt von 2480 bei einem Displacement mit 1 mg/ml HA auf etwa den 4-
fachen Wert (10200) bei dem geringsten Displacement mit 1 ng/ml HA. Da dies, wie 
bereits erwähnt, nur etwa einem Viertel der ursprünglichen Fluoreszenz des 
angebundenen HA-eGFP entspricht, sollte eine bessere Stabilität der Antikörper-
Antigenbindung theoretisch einen 4-fachen Signalanstieg ermöglichen. 
 
Abb. 2.25: Displacement von HA-eGFP bei drei unterschiedlichen pH-Werten. Es 
wurden drei verschiedene HA-Konzentrationen eingesetzt. 




























Auffällig ist eine Zunahme der Standardabweichung bei niedrigeren HA- 
Konzentrationen. Da die Standardabweichung allerdings von der Größe des 
Mittelwertes abhängig ist, muss man für einen Vergleich der Varianz der Messwerte 
die relative Standardabweichung betrachten. Hierfür wurde ein Präzisionsprofil der 
Messwerte erstellt. Nach der Definition des ICH Topic Q2A [CPMP/ICH/381/95] 
wurde für die Intra-Assay-Präzision (repeatability) der Variationskoeffizient über den 
Quotienten aus Standardabweichung und Mittelwert berechnet und gegen die 
Konzentration von HA aufgetragen (Abb. 2.27). 
Wie aus dem Präzisionsprofil ersichtlich, bleiben alle Werte unterhalb eines 
Variationskoeffizienten von 12%. Die Präzision des Assay von 12% ist für die 
Nutzung zur theoretischen Analyse des Displacements ausreichend (selbst für 
analytische Tests werden oftmals 10-20% akzeptiert [Raem et al., 2006]). Interessant 
ist, dass die Präzision gerade in den mittleren Bereichen der HA-Konzentration 
schlechter wird. Theoretisch sollten die Schwankungen in den Messwerten der 
oberen und unteren Assay-Grenze zunehmen. Eine Ursache für eine höhere Varianz 
im mittleren Assaybereich könnten dem Displacement überlagerte Dissoziations-
vorgänge der Antikörper-Antigenbindung sein. Hierbei würden geringe Variationen in 
den Assaybedingungen wie z.B. unterschiedliche Inkubationszeiten durch das 
Pipettieren eine größere Auswirkung auf die Messwerte bei geringen HA-
 
Abb. 2.26: Displacement von HA-eGFP in 10-fach Bestimmung (7 unterschied- 
liche HA Konzentrationen). Es ist der Anteil der Fluoreszenz (Intensity) in 
Abhängigkeit von der HA Konzentration (großes Bild: halblogarithmisch; kleines 
Bild: linear) dargestellt. 
Displacement von eGFP-HA durch freies HA 
Displacement von eGFP-HA durch freies HA
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Konzentrationen haben, als dies bei höheren HA-Konzentrationen der Fall wäre. Das 
erklärt aber noch nicht vollständig die größeren Schwankungen im mittleren Bereich. 
Um einen Anhaltspunkt über die Nachweisgrenzen (level of detection) des 
Assays zu erhalten, wurde versucht, das Signal-Rausch-Verhältnis des Assays zu 
bestimmen [CPMP/ICH/281/95]. Hierbei wurde das Verhältnis aus dem Signal 
(Intensität der Fluoreszenz) jedes Messwertes zu dem Hintergrund des Assays 
(Beschichtung mit HA-eGFP ohne Antikörper) gebildet. Setzt man ein Signal-Rausch-
Verhältnis von 2:1 als untere Detektionsgrenze an, befindet sich die obere 
Nachweisgrenze (höchste nachweisbare Konzentration) zwischen 0,1 und 1 mg/ml 
HA (Abb. 2.28). Verhältnisse ab 2:1 werden bei Assays im Mikrotiterplattenformat 
generell akzeptiert [CPMP/ICH/381/95]. Zur Berechnung des Signal-Rausch-
Verhältnisses wurde als Signal der Messwert (Fluoreszenzintensität eines 
Messpunktes) nach Abzug des Hintergrundes (Leerwert) verwendet. Im Q2B ist nicht 
angegeben, ob das die richtige Vorgehensweise ist. Zieht man den Hintergrund nicht 
ab, liegen alle Messwerte oberhalb der Detektionsgrenze. Natürlich könnte die 
Nachweisgrenze mit einem weiteren Messbereich genauer eingegrenzt werden. 
 
Da es sich bei dem Displacement-Assay um einen kompetitiven Assay 
handelt, wird das Signal/Rausch-Verhältnis bei niedrigen Analytkonzentrationen 
 
Abb. 2.28: Signal/Rausch-Verhältnis, hier ist das Verhältnis aus Signal 
(Fluoreszenzintensität eines Messpunktes) und Hintergrund (Leerwert) in 
Abhängigkeit der Konzentration von HA dargestellt. 
 
 
Abb. 2.27: Intra-A say-Präzi ion (repeatability): Hierfür wurde der 
Variationskoeffizient aus dem Mittelwert und der Standardabweichung berechnet 
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größer (niedrigere HA-Konzentrationen liefern ein größeres Fluoreszenzsignal). Um 
die Detektierbarkeit der niedrigsten Analytkonzentration abschätzen zu können, kann 
man auch das Verhältnis des Nullwertes (0 mg/ml HA; entspricht der maximalen 
Intensität der Fluoreszenz) zum Signal betrachten (Abb. 2.29). Setzt man ein 
Nullwert/Signal-Verhältnis von 1:2 als obere Grenze an, liegt die Nachweisgrenze 
hier bei 0,01 mg/ml HA. 
Bei der Betrachtung der Validierungsparameter wurde die unterschiedliche 
Fluoreszenzintensität der Messwerte vor dem Displacement nicht berücksichtigt. 
Setzt man das Signal nach dem Displacement in Relation zu dem Fluoreszenzsignal 
des Messpunktes vor dem Displacement (Signal nach Displacement mal 100%, 
dividiert durch Signal vor Displacement), so erhält man ein etwas abweichendes Bild. 
In Abb. 2.30 ist die Standardkurve des Assays in Relation zu dem Fluoreszenzsignal 
des jeweiligen Messpunktes vor dem Displacement dargestellt. Hierbei fällt sofort die 
niedrigere Standardabweichung der Messwerte auf. Dies ist verständlich, da durch 
die Einbeziehung der effektiv gemessenen Beschichtung jedes Wells vor dem 
Displacement Unterschiede in der Beschichtungseffizienz der Wells nicht mehr in 
den Messwerten enthalten sind. 
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Dieses Ergebnis verdeutlicht sehr anschaulich einen Vorteil des 
Displacements gegenüber einem herkömmlichen kompetitiven Assay, bei dem Analyt 
und Kompetitor zusammen angebunden werden. Allerdings erfordert das zeitlich 
versetzte Displacement einen zweiten Messschritt. 
Berechnet man für die in Abb. 2.30 dargestellte Standardkurve das 
Präzisionsprofil, bleibt der Variationskoeffizient für alle untersuchten Werte unter 6% 
(Abb. 2.31). Das Verhältnis der Messwerte zum Nullwert bleibt gleich, das heißt, der 
Abstand zwischen dem Signal bei keinem Displacement (0 mg/ml HA) und den 
Werten bei einem Displacement verändert sich nicht (Abb. 2.32), d.h. Abb.2.32 
unterscheidet sich praktisch nicht von Abb. 2.29. 
  
 
Abb. 2.29: Darstellung des Nullwert-Signal-Verhältnisses in Abhängigkeit von der 
HA-Konzentration. 
Das Nullwert-Signal-Verhältnis ist das Verhältnis der maximalen Intensität der 
Fluoreszenz (entspricht 0 mg/ml HA) zum Signal. 




















Abb. 2.30: Displacement in Relation zum Fluoreszenzsignal des jeweiligen 
Messpunktes vor dem Displacement, in Abhängigkeit der HA Konzentration. 
Displacement von eGFP-HA durch freies HA
 
Abb. 2.31: Präzisionsprofil des Displacements in Relation zum Fluoreszenzsignal 
des jeweiligen Messpunktes vor dem Displacement. Hierfür wurde der 
Variationskoeffizient aus dem Mittelwert und der Standardabweichung berechnet 

































2.2.2.6  Diskussion der Ergebnisse und Vergleich mit SPR und Modellierung 
Die Betrachtung des entwickelten Displacement–Immuno-Assays unter 
Berücksichtigung der Ergebnisse aus den SPR-Untersuchungen des Displacements 
macht erneut deutlich, dass eine konzentrationsabhängige Detektion von HA durch 
das kompetitive Ablösen von HA-eGFP aus seiner Bindung zu Anti-HA-Antikörper gut 
möglich ist. Allerdings zeigt sich auch hier eine starke Abhängigkeit des Systems von 
der Affinität des eingesetzten Antikörpers. Es kann vermutet werden, dass durch den 
Einsatz eines höher affinen Antikörpers weniger HA-eGFP-Anti-HA-Komplexe 
während der Wasch- und Inkubationsschritte dissoziieren werden. Durch den Einsatz 
eines Antikörpers mit hoher Affinität zu HA-eGFP kann vermutlich die Qualität des 




Abb. 2.32: Darstellung des Nullwert-Signal-Verhältnisses des Displacements in 
Relation zu dem Fluoreszenzsignal des jeweiligen Messpunktes vor dem 
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2.2.3 Analyse eines LuxP/AI2-Displacementassays 
mittels SPR-Spektroskopie 
 
2.2.3.1  Problemstellung 
Viele Lebewesen sowohl der Eukaryota als auch der Prokaryota nutzen kleine 
niedermolekulare Signalmoleküle zur interzellulären Kommunikation [Atkinson, 2009; 
Grienenberger, 2014; Hervé, 2013]. Eine einfache Methode zur Analyse ihrer 
Interaktion mit Rezeptoren ist daher von umfassendem Interesse und wird mit 
vielfältigen Ansätzen untersucht [Kumari, 2008; Rajamani, 2011; Song, 2014]11. 
Bei den Prokaryoten sind niedermolekulare Signalmoleküle Bestandteil 
komplexer Systeme zur Regulation einer konzertierten Aktion von Zellpopulationen. 
Diese als Quorum Sensing (QS)-Systeme [Nealson et al., 1970] bezeichneten 
Signaltransduktionsprozesse ermöglichen eine Synchronisation der zellulären 
Expressionsmuster innerhalb einer Bakterienpopulation durch den Austausch kleiner, 
niedermolekularer Signalmoleküle, der Autoinducer, die an regulatorische Rezeptor-
proteine binden. Ein Beispiel hierfür ist die Expression von Pathogenitätsfaktoren und 
die Bildung von Biofilmen bei klinisch relevanten Krankheitserregern [Antunes et al., 
2010; Henke et al., 2004] oder die Aktivierung der Biolumineszenz bei Vibrio harveyi 
[Bassler et al., 1993]. Ein wichtiges, unter den Prokaryoten als universell 
angesehenes [Schauder et al., 2001/1] QS-System ist das LuxP/AI-2-System, das 
über den Autoinducer AI-2 eine Kommunikation zwischen unterschiedlichen 
Bakterienspezies erlaubt [Winans, 2002]. Beim marinen V. harveyi wird der 
Autoinducer AI-2 konstitutiv mit dem Zellwachstum exprimiert und über einen aktiven 
Transportprozess aus den Zellen transportiert [Hardie, 2008; Rettner, 2010]. 
Übersteigt die AI-2-Konzentration im Periplasma der Zelle einen bestimmten 
Schwellenwert (Quorum), kann AI-2 an das membranassoziierte periplasmatische 
Bindeprotein LuxP binden, und der LuxP/AI-2-Komplex bewirkt eine Änderung in 
einem assoziierten Transmembranprotein, der Sensorkinase LuxQ, die über eine 
Phosphorylierungskaskade im Cytoplasma die Expression QS-regulierter Proteine 
steuert. Diese wird nun zur Phosphatase und initiiert die Dephosphorylierung der 
Phosphorylierungskaskade, wodurch die Repression des Transkriptionsregulators 
LuxR aufgehoben wird. Daraufhin werden dann zum Beispiel die Proteine des 
Biolumineszenzsystems gebildet. So kann V. harveyi über die Akkumulation des 
Autoinducers AI-2 innerhalb einer Bakterienpopulation (oder Biozönose) auf eine 
Veränderung der Zelldichte reagieren. 
                                            
11 Die angegebenen Referenzen stellen lediglich eine Auswahl dar und sollen nur die Breite der 
Forschungsansätze aufzeigen. 
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Allerdings geben neuere Untersuchungen einen Hinweis darauf, dass nicht die 
Zelldichte an sich, sondern die Kombination der unterschiedlichen Autoinducer (V. 
harveyi besitzt Rezeptoren für mindestens drei verschiedene Autoinducer) 
spezifische Zellantworten reguliert [Anetzberger, 2012].  
Die Entwicklung eines Assays zur Analyse der AI-2-Konzentration würde ein 
„Abhören“ der Intra- und Interspezieskommunikation und damit eine auf den 
Expressionsstatus der Bakterien angemessene Reaktion ermöglichen. Da der 
Autoinducer AI-2 ein sehr kleines Molekulargewicht besitzt, bietet sich auch hier ein 
Displacement als direkte Analysemethode an (vergleiche Kapitel 2.2.1.6). Jedoch 
beinhaltet die Entwicklung eines Displacement-Assays mit dem LuxP/AI-2-System 
einige biologische Herausforderungen, vor allem aufgrund der chemischen Struktur 
des AI-2, der Konformation der Bindungstasche von LuxP sowie des postulierten 
Bindungsmodells zwischen AI-2 und LuxP. 
Die Bildung von AI-2 wird in V. harveyi durch das Enzym LuxS katalysiert. S-
Ribosyl-L-homocystein wird (unter Abspaltung von Homocystein) in 4,5-Dihydroxy-
2,3-pentanedion (DPD) oxidiert, das spontan in mehrere Isomere zyklisieren kann, 
die miteinander im Gleichgewicht stehen [Schauder et al., 2001/2] (Abb. 2.33). Im 
 
 
Abb. 2.33: Isomere von DPD und die Bildung von AI-2 als Borsäue-Komplex. 
Unter physiologischen Bedingungen sind hauptsächlich die hydrierten zyklischen 
Isomere des DPD, R- und S-THMF vorhanden [Tavender, 2008]. 
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marinen V. harveyi ist die biologisch aktive Form AI-2 zusätzlich mit Borsäure 
komplexiert [Chen et al., 2002]. Im physiologischen pH-Bereich existiert DPD vor 
allem in seinen hydrierten Ringstrukturen als (2S,4S)-2-Methyl-2,3,3,4-tetrahydroxy-
tetrahydrofuran [(2S,4S)-THMF] und (2R,4S)-2-Methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetra-
hydrofuran [(2R,4S)-THMF] [Globisch et al., 2012], wobei aber nur das S-Enantiomer 
eine hohe Aktivität im V. harveyi Biolumineszenzassay zeigt [Lowery, 2005]. 
Der V. harveyi-Rezeptor LuxP bindet nur das (2S,4S)-THMF-Enantiomer als 
Borsäure-Komplex (S-THMF-borate) [Rajamani et al., 2007]. Durch die Anbindung 
wird ein Konformationswechsel des LuxP von seiner „offenen“ Apo- in eine 
„geschlossene“ Holo-Form induziert [Chen et al., 2002; Neiditch et al., 2005]. LuxP 
besitzt als typisches Protein aus der Gruppe der periplasmatischen Bindeproteine 
(PBP) zwei Domänen, die über eine Hinge-Region aus drei Peptidketten miteinander 
verbunden sind [Dwyer, 2004]. Die tiefe Bindungstasche für AI-2 entsteht durch eine 
Zueinanderlagerung der Domänen durch die AI-2-Bindung [Neiditch et al., 2005]. An 
der Bindung zum AI-2 sind neun Aminosäuren beteiligt, wobei die Arginine 310 und 
215 vor allem die Borsäure binden und den Borsäurekomplex stabilisieren 
(Abbildung 2.34) [Chen et al., 2002]. 
 
 
Abb.2.34: Bindung von AI-2 im Protein LuxP nach [Chen, 2002] und berechnete 
Bindungsmodelle für Pyrogallolborat und 5-Hydroxydopamin [Ni et al., 2008]. 
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2.2.3.2  Messergebnisse und Modellanalyse 
Vergleichbar mit dem HA/AntiHA-System (Kapitel 2.2.2) wurde versucht, mit 
dem LuxP/AI-2 System einen Displacementassay zu entwickeln. Alle Schritte wurden 
hierbei mithilfe der Oberflächenplasmonenresonanz analysiert. Zuerst wurde eine 
Affinitätsmatrix mit immobilisiertem Liganden auf der Messoberfläche aufgebaut, 
anschließend der Rezeptor angebunden und ein Displacement des Rezeptors durch 
den freien Liganden untersucht. 
Der Aufbau eines Sensors zur Detektion eines Displacements von LuxP durch 
freies AI-2 wurde mit zwei unterschiedlichen Affinitätsmatrices versucht (siehe 
Anhang A2). Zum einen wurde das als LuxP-Ligand beschriebene Molekül MHF (4-
Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon) kovalent an ein PEG-Biotin-Spacermolekül 
gebunden und über Neutravidin an der SPR-Transduceroberfläche immobilisiert 
(Abb. A3.2). Eine zweite Strategie nutzte analog zu dem HA-System (vergleiche 
2.2.1) einen Disulfid-PEG-Carbonsäure-Monolayer zur kovalenten Anbindung von 
Hydroxydopamin, das als Borat ebenfalls LuxP binden soll [Ni et al., 2008] (Abb. 
A3.4). Bei beiden Strategien wurde anschließend die Anbindung von LuxP an die 
Affinitätsmatrix und ein Displacement von LuxP durch freie Liganden untersucht. Ein 
Aufbau einer AI-2-präsentierenden Affinitätsmatrix wurde nicht versucht. Zum einen, 
weil AI-2 bzw. DPD nur in sehr begrenzten Mengen verfügbar war, zum zweiten wird 
DPD als chemisch extrem instabil beschrieben [Frezza, 2007; Globisch, 2012], was 
die Aussichten einer erfolgreichen und homogenen Immobilisierung als äußerst 
gering erscheinen ließ. Insbesondere machen die hydrierten Formen des DPD eine 
gerichtete Immobilisierung ohne komplizierte Schutzgruppenchemie unmöglich. Vor 
allem aber konnte durch den Vergleich mit anderen bakteriellen periplasmatischen 
Bindeproteinen (PbP, siehe 2.2.3.2.3), zu deren Gruppe LuxP gehört, von einer 
hohen Affinität zu AI-2 ausgegangen werden [De Wolf, 2000]. Da eine niedrigere 
Bindungsstärke zur Affinitätsmatrix eine höhere Sensitivität des Displacement-
Assays (vgl. 2.1.3) bewirken sollte, wurden Affinitätsmatrices mit zwei 
unterschiedlichen DPD-Analoga untersucht. 
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2.2.3.2.1 Heterogenes Displacement mit Hydroxydopaminborat-Matrix und  
      Pyrogallolborat 
Von Ni et al. wurden unterschiedliche Diole mithilfe eines in vivo–
Biolumineszenzassays auf ihre inhibierende Wirkung auf das Quorum sensing von V. 
harveyi untersucht. Hierbei wurde ein besonders wirksamer Inhibitior gefunden, 
Pyrogallol, ein dreiwertiges Phenol, das als Borsäurekomplex bereits in geringen 
Konzentrationen das Quorum sensing blockiert, sichtbar an der verminderten 
Biolumineszenz. Die mittlere inhibitorische Konzentration IC50 lag bei 2±1 µmol/l 
Pyrogallol [Ni et al., 2008]. Abb. 2.34 zeigt eine anhand von Proteinbindungs-
modellen vorgeschlagene Bindung von Pyrogallolborat in der Bindetasche von LuxP. 
Der niedrige IC50 lässt auf eine höhere Affinität des LuxP zu Pyrogallolborat als zu 
Hydroxydopaminborat mit einem IC50 von 22±1 µmol/l schließen, wie auch im 
Vergleich zu dem agonistisch wirkenden MHF mit einer mittleren effektiven 
Abb. 2.35: ABmeas: Sensorgramm der Anbindung von LuxP an einer 
Hydroxydopaminborat-Oberfläche und Displacement mit Pyrogallolborat 
(10mmol/l). ABexp: Assoziations-, Dissoziations- und Displacementphase des 
vereinfachten analytisch lösbaren Modells (ohne Diffusion und Rebinding) 
AB: mit verfeinerten Modell für monovalente Bindung (mit Rebinding und Diffusion) 
angefittet. Zusätzlich zeigt das Bild die Konzentration des freien LuxP (B), die 
Konzentration des freien Pyrogallolborats (C) und die Konzentration freier LuxP-
Pyrogallolborat-Komplexe (BC). (Modellierung siehe Abschnitt 2.1.3) 
ABmeas :--- , B/20 : +, AB : , ABexp : , 10BC : x, C : ◊ 


























Kapitel 2: Kinetisches Modell für Displacement-Assays mit monovalenten Antikörpern 
57 
 
Konzentration EC50 von 39±7 µmol/l [Ni et al., 2008; Lowery et al., 2005; Guo, 2013]. 
Aus diesem Grund wurde Pyrogallolborat als freier Kompetitor mit einer 
Hydroxydopaminborat-Matrix eingesetzt. Da Pyrogallol leicht oxidiert, wurde zu allen 
Lösungen die gleiche Menge (bezogen auf die eingesetzte Menge Pyrogallols) 
Ascorbinsäure als Antioxidationsmittel zugesetzt. Der pH-Wert des Laufpuffers wurde 
überwacht, um einer Beeinträchtigung der LuxP-Schicht durch einen abrupten 
Pufferwechsel vorzubeugen. Es konnte kein Abfall des pH-Wertes festgestellt 
werden. Nach der Anbindung von LuxP an die Hydroxydopaminborat-Matrix wurde 
eine Pufferlösung mit einer 10 mM Pyrogallolborat-Lösung über die Proteinschicht 
gespült. Hierbei kam es zu einem Displacement (Abb. 2.35). Die antioxidative 
Wirkung des ascorbinsäurehaltigen Laufpuffers konnte nicht immer aufrechterhalten 
werden. Abb. 2.36 zeigt ein Sensorgramm einer Messung, bei der während der 
Displacementphase Pyrogallol oxidiert wurde, was durch eine deutliche Gelbfärbung 
des Laufpuffers auffiel. 
2.2.3.2.2 Anbindung von LuxP-Mutanten an Hydroxydopamin 
Im Gegensatz zu vielen anderen Rezeptoren der PBP-Familie wird das AI-2 in 
V. harveyi im vorgeschlagenen Bindungsmodell [Marinellia, 2011; Neiditch, 2006] 
nicht über einen Transporter in das Cytoplasma transportiert. Ob einmal an den 
Abb. 2.36: Messung und Simulation ganz ähnlich wie bei Abb. 2.35. Allerdings 
kam es während des Displacements zur Oxidation des Pyrogallolborats. 
ABmeas :--- , B/100 : +, AB : , ABexp : , 10BC : x, C/100 : ◊ 
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LuxPQ-Komplex gebundenes AI-2 in vivo wieder ins Periplasma freigesetzt wird, 
oder ob es zusammen mit dem Proteinkomplex abgebaut wird, ist aus der Literatur 
nicht ersichtlich. Allerdings kann von einer relativ starken Bindung zum LuxPQ-
Komplex ausgegangen werden, da eine schnelle Reaktion der Zelle auf kleine 
Schwankungen der AI-2-Konzentration für die Zelle kontraproduktiv wäre. Die 
Umstellung des Expressionsstatus in den Quorum sensing Zustand stellt eine 
langfristige Anpassung des Metabolismus an eine veränderte Umwelt dar, im 
Gegensatz etwa zur Chemotaxis, die eine schnelle Reaktionen auf chemische Reize 
auslöst. Unterstützt wird dies durch die Tatsache, dass im Unterschied zu den 
bakteriellen PBP-Rezeptoren, die Cemotaxis regulieren, bei LuxPQ-Komplexen auch 
kein Rezeptorclustering gefunden werden konnte, das zur schnellen Amplifizierung 
des Signales und damit zu einer schnellen Reaktion der Bakterien beiträgt [Neiditch, 
2006]. Aus diesem Grund wurden vom Institut für Genetik der TU Dresden zusätzlich 
zum V. harveyi LuxP Wildtyp vier LuxP-Derivate mit einer veränderten Affinität zu AI-
2 zur Verfügung gestellt [Ihle, 2010]. Die Derivate besitzen einen Austausch von 
einer oder zwei an der Bindung von AI-2 beteiligten Aminosäuren gegen 
Aminosäuren mit anderen funktionellen Gruppen (Tab. 2.5). Bei den derartig 
modifizierten LuxP-Derivaten wurde eine Schwächung der Bindung zu AI-2 vermutet. 
Die LuxP-Derivate wurden als Fusionsproteine mit eGFP zur Verfügung gestellt, da 
hier eine bessere Langzeitstabilität der Proteinlösungen beobachtet werden konnte. 
 
 
Die erhaltenen Proteine wurden hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens an eine 
Hydroxydopaminborat-Matrix untersucht. Mittels eines kommerziellen Proteinassays 
wurde die genaue Proteinkonzentration der Lösungen bestimmt und alle Lösungen 
durch Mischen mit Laufpuffer auf eine einheitliche Proteinkonzentration von 254,45 
nmol/l verdünnt. Anschließend wurde die Anbindung der Proteine an die 
Hydroxydopaminborat-Matrix gemessen. Zwischen den einzelnen Anbindungs-
Tab. 2.5: Übersicht der LuxP-Derivate mit Mutationen an bindungsrelevanten 
Positionen in LuxP. Links ist die Aminosäure in LuxP wt angegeben, anschließend 
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versuchen wurde mit einer Regenerationslösung (Sodiumdodecylsulfat/Natronlauge-
Lösung, SDS/NaOH) gespült, um das angebundene Protein abzulösen. Nach jedem 
Lösungswechsel wurde außerdem mit Laufpuffer gespült. Die Assoziations- und 
Dissoziationsphasen der LuxP-Derivate wurden anschließend für jedes Protein 
einzeln mit einem verfeinerten kinetischen Bindungsmodell angefittet. Die 
berechneten Dissoziationskonnstanten KD sind bei LuxP Wildtyp und LuxP M7 








2.2.3.2.3 Diskussion der Versuche zum Displacement 
Lange Zeit haben Forscher Bakterien als einzelne Zellen betrachtet, die sich 
unter geeigneten Voraussetzungen möglichst schnell teilen und Kolonien bilden, aber 
als „Einzelkämpfer“ auf ihre Umgebung reagieren. Nicht erst durch die Entdeckung 
des Quorum sensing [Nealson et al., 1970], auch durch Studien von komplexen 
 
Abb. 2.37: Sensorgramm der Anbindung von LuxP Wildtyp und LuxP-Drivaten an 
eine Hydroxydopaminborat-Matrix. Zwischen den Proteinen wurde mit 
SDS/NAOH regeneriert und zwischen jedem Schritt mit Laufpuffer gewaschen. 
 
 
Tab. 2.6: Mit dem numerisch zu lösenden kinetischen Modell (monovalente 
Bindung), durch Anfitten an das Sensorgramm aus Abb. 2.37 berechnete 
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten aab und dab sowie hieraus 
berechnete Dissoziationskonstanten KD=dab/aab. 
 
Protein 𝑎𝑎𝑏  in   
𝑙
𝑚𝑜𝑙 ∙ 𝑠
 𝑑𝑎𝑏   in    
1
𝑠




LuxP wt 14500 0,0004 27,610-9 
LuxP M6 32000 0,0001 3,1310-9 
LuxP M7 15000 0,0004 26,710-9 
LuxP M8 34000 0,0001 2,9410-9 




Kapitel 2: Kinetisches Modell für Displacement-Assays mit monovalenten Antikörpern 
61 
 
Mikrobiozönosen in Biofilmen, zum Beispiel aus marinen Sedimenten [Soto & 
Nishiguchi, 2014], aber auch aus dem Verdauungssystem von Tieren [McFall-Ngai, 
2013] oder den Bronchien Mucoviszidose-Kranker [Suppiger, 2013] wurde schnell 
klar, dass Bakterien auf vielfältige Weise miteinander kooperieren und mit der 
eigenen Spezies, mit anderen Bakterienspezies [Tashiro, 2013], aber auch mit 
Organismen aus einem anderen Reich, also mit Pflanzen, Tieren und Pilzen 
kommunizieren (inter-kingdom signaling, [Hughes & Sperandio, 2008; González & 
Venturi, 2013]). Um diese Kommunikation zu verstehen und in sie eingreifen zu 
können, müssen „Sensoren“ entwickelt werden, die die Elemente der 
Kommunikationssysteme erkennen. 
Da alle heute bekannten Kommunikationssysteme der Bakterien auf Basis von 
niedermolekularen Signalmolekülen funktionieren, kann die in dieser Arbeit 
untersuchte Methode des Displacement-Assays einen Beitrag zur Entwicklung 
solcher „Sensoren“ leisten. Ein wichtiges Quorum sensing-System für die 
Interspezieskommunikation ist das LuxP/AI-2-System. Viele Gram positive wie Gram 
negative Bakterien besitzen Proteine zur Synthese (LuxS) und/oder Detektion des 
Autionducers AI-2 (LuxP/LuxQ) [Pereira, 2013], wenn auch nicht alle für die gleiche 
Form des AI-2 [Miller et al., 2004]. Hier wurde versucht, mit einem Displacement-
Assay die Basis für einen technisch realisierbaren „Sensor“ zu schaffen, der das 
„Signalmolekül“ AI-2 erkennen kann. Ziel war die Entwicklung einer Affintätsmatrix, 
die einerseits den Rezeptor LuxP spezifisch binden kann, aber andererseits eine 
ausreichend geringe Affinität für LuxP bietet, sodass freies AI-2 LuxP von der 
Bindung zur Affinitätsmatrix verdrängen und mit dem LuxP von der Matrix 
abgewaschen werden kann. Durch diesen indirekten Assay könnte das 
niedermolekulare AI-2 auch ohne aufwendige Modifikationen des Rezeptors mit 
Chromophoren und einer kostspieligen Fluoreszenzmessung detektiert werden, wie 
sie von Radjamani et al. und Zhu et al. entwickelt wurden [Radjamani et al., 2007; 
Zhu et al., 2008]. Es müsste keine Zellkultur betrieben werden, wie beim V. harveyi  
Biolumineszenzassay [Taga et al., 2001], nicht mit Ganzzellsensoren gearbeitet [Ihle, 
2010], oder klassische, geräteaufwändige Analytische Chemie betrieben werden 
[Thiel et al., 2009]. Ein Displacement-basierter Sensor könnte leicht in 
handelsübliche markierungsfreie Sensortechnik implementiert werden, wie sie bereits 
heute in vielen Bereichen eingesetzt wird. 
Um die Detektion von AI-2 über einen Displacement-Assay zu ermöglichen 
musste eine ausreichend affine Oberfläche entwickelt werden, an die LuxP spezifisch 
binden kann. Hierfür wurden unterschiedlich aufgebaute chemische Moleküle 
eingesetzt, die zwei Bedingungen erfüllen mussten: Sie mussten erwiesenermaßen 
an LuxP binden, und sie mussten eine reaktive funktionelle Gruppe aufweisen, über 
die sie kovalent an Oberflächen gebunden werden können, wobei die funktionellen 
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Gruppen, die für die Bindung zum LuxP entscheidend sind, nicht modifiziert werden 
sollten. In einer Anzahl von Studien wurde, vor allem durch chemische Modifizierung 
des AI-2 (bzw. DPD) und durch ein Screening von strukturell ähnlichen chemischen 
Molekülen, eine Vielzahl von Agonisten und Antagonisten des AI-2 entdeckt, die 
einen LuxS- V. harveyi Stamm, der kein AI-2 bilden kann, zur Biolumineszenz 
anregen konnten oder diese nach Zugabe von synthetischem AI-2 blockierten [Guo, 
2013]. Allerdings kann bei einem Effekt auf die Biolumineszenz von V. harveyi  nicht 
immer eindeutig auf eine Bindung an LuxP geschlossen werden. So könnten vor 
allem die inhibitorisch auf die Biolumineszenz wirkenden Moleküle theoretisch auch 
an jedem Molekül der Signaltransduktion angreifen, vor allem wenn sie durch ihre 
chemische Struktur passiv ins Cytoplasma der Zelle gelangen können. Es wurden 
daher Moleküle ausgesucht, die auch durch eine molekulare Modellierung eine 
strukturelle Bindung in der Bindungstasche des LuxP wahrscheinlich machen [Ni et 
al., 2008]. 
Kleine niedermolekulare Moleküle sind über eine direkte Bindungsanalyse 
mittels Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie schwer zu analysieren, da ihre 
Masse bzw. die Änderung des Brechungsindex im Messbereich oftmals nicht 
ausreicht, um eine messbare Winkelveränderung des Minimums der Totalreflexion zu 
erhalten. Dies liegt weniger an der Winkelveränderung an sich, sondern oft an 
Störfaktoren. Effekte wie Brechungsindexunterschiede in den verwendeten Lösungen 
„bulk refractive index“-Effekt, Konformationsänderungen oder Instabilitäten der 
Affinitätsmatrix oder unspezifische Bindungen an die Affinitätsmatrix/Referenz, 
Übertrag von Lösungsresten aus vorausgegangenen Lösungsinjektionen (aus der 
Flusszelle oder den Schläuchen) und physikalische Änderungen während der 
Messung, wie Temperatur und Druckunterschiede in der Flusszelle, haben alle einen 
Einfluss auf das gemessene Resonanzsignal und erhöhen dadurch das 
Hintergrundrauschen. Vor allem durch den „bulk refractiv index“-Effekt können 
falschpositive Bindungen gemessen werden. Durch eine geeignete Wahl der 
Analysebedingungen wird dem vorgebeugt, indem nicht der Response alleine 
(Assoziationsphase) betrachtet wird, sondern die Stabilität der Bindung 
(Dissoziationsphase) mit berücksichtigt wird [Nordin et al., 2005]. Reine „bulk 
refractiv index“-Effekte sind durch einen annähernd rechteckigen Verlauf der SPR-
Response gekennzeichnet [Karlsson & Stahlberg, 1995]. Der Wechsel des 
Brechungsindexes in der Lösung bewirkt eine abrupte Änderung der Response, 
während die Assoziation oder Dissoziation, auch bei großen Ratenkonstanten, einen 
exponentiellen Verlauf erkennen lässt. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb über 
eine möglichst homogene Proteinschicht von LuxP und LuxP M6 Glucose und MHF 
gespült und die Bindung und Stabilität der Bindung gegeneinander aufgetragen (Abb. 
2.38, siehe auch Anhang A2). Die Homogenität der Proteinschichten wurde mit der 
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Anbindung der Proteine über ihren HIS-Tag erreicht [Hochuli et al., 1988], so dass 
alle Proteine möglichst in der gleichen Orientierung auf der Oberfläche angeordnet 
sind. Glucose als Negativreagenz sollte eine Differenzierung zwischen einer 
spezifischen Anbindung und einem falschpositiven Signal ermöglichen, da sie nicht 
an LuxP bindet. Da die Molekulargewichte von Glucose und MHF unterschiedlich 
sind, wurde die Response jeweils noch ins Verhältnis zum Molekulargewicht gesetzt. 
Zusätzlich wurde die Response auch noch ins Verhältnis zur Response der 
Proteinanbindungen gesetzt, um die Bindung von MHF an LuxP wt und LuxP M6 
vergleichen zu können. Abb. 2.38 zeigt, dass sich das MHF deutlich von der Glucose 
differenzieren ließ. Glucose ließ zwar keinen großen Unterschied in der Bindung 
erkennen, besaß aber eine deutlich geringere Stabilität der Bindung. Die 
Wechselwirkung entsprach damit vermutlich einem „bulk refractiv index“-Effekt. Im 
Gegensatz zur Glucose war sowohl die Bindung als auch die Stabilität der Bindung 
an LuxP wt und LuxP M6 beim MHF unterschiedlich. Überraschenderweise band 
LuxP M6 mehr und stabiler MHF. Bei der Doppelmutante M6 sind zwei Arginin-Reste 
in der Bindungstasche gegen Aspartat ausgetauscht (R215D und R310D); das 
Hydroxy-Furanon MHF könnte mit der Carboxylfunktion der Aspartat-Seitenkette 
Wasserstoffbrückenbindungen eingehen. Da die Arginine im LuxP wt nur mit der 
Borsäure des AI-2 Bindungen eingehen [Chen et al., 2002], MHF aber keine 
Borsäure komplexiert, könnte auch die Bindung von MHF unabhängig von Arginin 
215 und Arginin 310 verlaufen und LuxP M6 durch die geringere räumliche 




Abb. 2.38: Analyse der Bindung von Glucose (Gluc) und MHF jeweils an eine 
Proteinschicht LuxP Wildtyp (wt) und LuxP-Derivat M6. 
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Eine geeignete Affinitätsmatrix für einen LuxP/AI-2-Displacement-Assay muss 
einige grundlegende Eigenschaften aufweisen: Die kovalent an die Matrix 
gebundenen Liganden zur spezifischen Bindung von LuxP müssen einen 
ausreichend langen Spacer aufweisen, um die Anbindung von LuxP zu ermöglichen, 
da die Bindungstasche tief im Protein liegt [Chen et al., 2002]). Der Spacer zum 
Liganden muss mobil genug sein, um ausreichend Freiheiten für die Orientierung des 
LuxP zu gewährleisten. Der Spacer darf nicht zu dicht auf der Oberfläche 
immobilisiert werden, um eine gegenseitige sterische Behinderung der bindenden 
LuxP-Moleküle zu verhindern. Die immobilisierte Matrix und der Spacer dürfen nicht 
nur keine funktionellen Gruppen aufweisen, die eine unspezifische Anbindung des 
LuxP an sie ermöglicht, sondern müssen vielmehr eine unspezifische Anbindung 
verhindern können. Die Matrix/Spacer müssen außerdem geeignete funktionelle 
Gruppen besitzen, die eine möglichst gerichtete kovalente Anbindung des Liganden 
möglich machen. 
Viele Oberflächen-basierte Messmethoden weisen ähnliche Voraussetzungen 
für eine erfolgreiche Analyse auf, so dass bereits ein breites Spektrum an Methoden 
aus der Literatur bekannt ist. Allerdings nutzen im Bereich der SPR-Spektroskopie 
die meisten in den letzten Jahren veröffentlichten Arbeiten kommerziell verfügbare 
vorbeschichtete SPR-Messoberflächen. Für das in dieser Arbeit verwendete 
Spektrometer standen solche Oberflächen jedoch nicht zur Verfügung, so dass eine 
grundlegende Funktionalisierung der SPR-Transduceroberfläche vorgenommen 
wurde. Alternativ wurde eine Funktionalisierung mit MHF und Hydroxydopamin 
untersucht. MHF bietet wenige funktionelle Gruppen, um eine kovalente Anbindung 
zu ermöglichen. Zudem scheint bei AI-2 der Oxidationszustand der Atome C2, C3 
und C4 für seine biologische Aktivität wichtig zu sein [Lowery et al., 2005]. Vergleicht 
man AI-2 mit MHF, so kann bei einer Immobilisierung von MHF über seine 
Hydroxylgruppe am C3-Atom eine wichtige funktionelle Gruppe für die Bindung 
verloren gehen. Da die Bindung von MHF zu LuxP aber nicht aufgeklärt ist und MHF 
vermutlich in einer anderen Orientierung in der Bindetasche anbindet, wie es auch 
die stärkere Bindung von MHF an LuxP M6 vermuten lässt, wurde MHF über die 
Hydroxylgruppe immobilisiert. Der chemische Vernetzer CDI [Hermanson, 2008] 
wurde eingesetzt, um MHF an ein lineares PEG-Amino-Biotin mit einem relativ hohen 
Molekulargewicht von 3300 g/mol zu binden, um so eine ausreichende Länge für die 
Bindung von MHF in der tiefen Bindetasche von LuxP zu erhalten. PEG ist zudem als 
beweglicher Polyalkohol gut geeignet, um eine unspezifische Anbindung von 
Proteinen zu verhindern [Siegers et al., 2004]. Für eine kovalente Anbindung des 
PEG-gebundenen Liganden an den SPR-Messoberflächen wurde das Biotin-
bindende Protein Neutravidin eingesetzt. Dieses erwies schon in anderen 
Untersuchungen eine gute Adsorptionseigenschaft an der Goldoberfläche der SPR-
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Messoberflächen. Die Anbindung von Neutravidin an die Goldoberfläche war bei 
allen Messungen reproduzierbar. Um eine unspezifische Anbindung von Proteinen 
an Oberflächen zu blockieren, wird in vielen Protokollen das Milchprotein Casein 
eingesetzt, das auch hier verwendet wurde, um eventuell vorhandene freie Bereiche 
der Goldoberfläche abzudecken. Die anschließende Anbindung von MHF-PEG-Biotin 
auf der Neutravidin-beschichteten Oberfläche konnte ebenfalls reproduzierbar 
(anhand des SPR-Signals) nachgewiesen werden. Allerdings konnte bei der 
Referenzoberfläche mit NH2-PEG-Biotin-Beschichtung LuxP unspezifisch 
angebunden werden. Dies war auch der Fall bei der Verwendung von einer reinen 
Caseinoberfläche als Referenz. Die unspezifische Anbindung an der Referenz betrug 
durchschnittlich ca. 30% der Anbindung auf der MHF-PEG-Matrix. Da dies auch für 
die Referenz mit NH2-PEG-Biotin galt, muss davon ausgegangen werden, dass ein 
Teil der Anbindung auf der MHF-PEG-Biotin-Oberfläche ebenfalls unspezifisch war. 
Geht man davon aus, dass es auf der MHF-PEG-Biotin-Oberfläche im Vergleich zur 
Referenz keine weiteren funktionellen Gruppen gibt, die eine unspezifische 
Anbindung von LuxP ermöglichen, so sollte durch die Differenzbildung aus dem 
Response der MHF-PEG-Biotin-Oberfläche und der Referenz die spezifische 
Anbindung von LuxP an MHF abgebildet werden. Eine weitere Möglichkeit, um 
unspezifische Anbindungen zu erkennen, liefert eine Bindungsstudie mit 
denaturierten Proteinen oder Proteinen, die nicht an den Liganden binden. Die 
Bindung von denaturiertem LuxP wurde nicht untersucht; sie muss auch nicht 
zielführend sein, da in einem Zellsensor-System denaturiertes LuxP immer noch eine 
Aktivität von 70% besaß [Ihle, 2010]. Stattdessen wurde eine Bindungsstudie mit 
BSA durchgeführt, das nicht angebunden wurde. Es ist also davon auszugehen, 
dass LuxP spezifisch an die MHF-PEG-Biotin-Oberfläche bindet. Allerdings könnte 
die Bindung auch außerhalb der Bindungstasche erfolgen, da auch hohe 
Konzentrationen von freiem MHF kein Displacement des Proteins von der Oberfläche 
bewirken konnten. Ein weiterer vorstellbarer Mechanismus, der gleichfalls ein 
Displacement verhindern würde, besteht darin, dass das angebundene LuxP mit dem 
Protein (weiteres LuxP oder auch Neutravidin) in der näheren Umgebung Aggregate 
bildet, so dass es durch freies MHF zwar noch aus seiner Bindung zum MHF-PEG-
Biotin verdrängt werden würde, nicht aber von der Oberfläche abgelöst werden 
könnte. 
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Tab. 2.7: Mit dem numerisch zu lösenden kinetischen Modell (monovalente 
Bindung), durch Anfitten an ein Sensorgramm der Anbindung von LuxP-EGFP M6 
ohne und mit freiem MHF, berechnete Assoziations- und 
Dissoziationsratenkonstanten aab  und dab und Dissoziationskonstanten KD. 
Protein 𝑎𝑎𝑏  in   
𝑙
𝑚𝑜𝑙 ∙ 𝑠
 𝑑𝑎𝑏   in    
1
𝑠




LuxP-EGFP M6 30000 0,001 3310-9 
LuxP-EGFP M6 + MHF 4000 0,001 25010-9 
Hierfür spricht die Tatsache, dass die LuxP-Proteinlösungen nach einer längeren 
Lagerung bei 4°C (mehrere Tage bis Wochen) sichtbare Aggregate ausbildeten. 
Allerdings sollte nach diesem Mechanismus LuxP, das vor der Bindungsanalyse mit 
der 100fachen Konzentration von MHF gemischt wurde, nicht mehr an die MHF-
PEG-Biotin-Matrix binden können, da hier das chemische Gleichgewicht, auch bei 
einer angenommenen geringen Affinität, weit auf der Seite der LuxP-MHF-Komplexe 
liegen müsste. Dies könnte nur für den Fall nicht stimmen, dass durch die kovalente 
Anbindung von MHF an das NH2-PEG-Molekül sich die Affinität zu LuxP erhöht. Wie 
in Tabelle 2.7 gezeigt, konnte aber LuxP/MHF an die Matrix angebunden werden. 
Nur scheint nach einem Anfitten des in Kapitel 2 entwickelten numerisch zu lösenden 
kinetischen Modells an die gemessenen Assoziations- und Dissoziationsphasen die 
Affinität zur MHF-Matrix verringert zu sein. Da aber durch die kovalente Anbindung 
von MHF an das NH2-PEG-Molekül eine wichtige funktionelle Gruppe für die Bindung 
an LuxP verloren gegangen ist (vergleiche oben, [Lowery et al., 2005]), sollte das 
Gegenteil stimmen. Durch den Vernetzer CDI wird MHF über einen zweistufigen 
Prozess an das NH2-PEG-Molekül gebunden. Die Hydroxylgruppe des MHF reagiert 
mit CDI unter Bildung einer Imidazolcarbamat–Zwischenstufe, die mit der 
Aminogruppe des NH2-PEG eine Carbamidbindung eingeht; es wird also über die 
Vernetzung mit CDI eine Carbonylgruppe des CDI in die Bindung mit eingebaut 
[Hermanson, 2008]. Diese Carbonylgruppe könnte zu einer höheren Affinität des 
LuxP zu dem kovalent gebundenem MHF führen. Für eine spezifische Anbindung 
spricht auch die Tatsache, dass für mehrere Monate bei -20°C gelagertes LuxP-
Protein nicht angebunden werden konnte. Bei -80°C gelagertes LuxP, das aus 
derselben Stammlösung stammte und am gleichen Tag eingefroren wurde, konnte 
hingegen angebunden werden. Somit kann nicht sicher begründet werden, warum 
ein Displacement von LuxP durch freies MHF aus seiner Bindung zu einer MHF-
PEG-Matrix nicht möglich war, entweder da die Bindung von LuxP an die Matrix nicht 
spezifisch in der Bindungstasche von LuxP erfolgte, oder weil für LuxP das kovalent 
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an die Matrix gebundene MHF durch eine zusätzlich eingefügte Carbonylgruppe eine 
höhere Affinität besaß. 
Um dieser Problematik zu entgehen, wurde ein anderer Assayaufbau 
untersucht. Statt MHF wurde Hydroxydopamin verwendet, da es über seine Amino-
gruppe mit einer einfachen Immobilisierungsstrategie an Oberflächen gebunden 
werden konnte, und weil hierdurch der gleiche Aufbau einer Affinitätsmatrix 
eingesetzt werden konnte, der sich bei der Untersuchung des Displacement mit dem 
HA/AntiHA-System bewährt hatte (vergleiche Kapitel 2.2). 
 
Tab. 2.8: Mit dem numerisch zu lösenden kinetischen Modell (monovalente 
Bindung), durch Anfitten an zwei Sensorgramme der Anbindung von LuxP-EGFP M6 
ohne und mit freiem Hydroxydopaminborat, berechnete Assoziations- und 
Dissoziationsratenkonstanten aab  und dab und Dissoziationskonstanten KD. 
Protein 𝑎𝑎𝑏  in   
𝑙
𝑚𝑜𝑙 ∙ 𝑠
 𝑑𝑎𝑏   in    
1
𝑠




LuxP-EGFP M6 46000 510-5 1,0910
-9 
LuxP-EGFP M6 +  
Hydroxydopamin 
1450 0,0001 6910-9 
 
Zusätzlich lag bereits ein Bindungsmodell für die Bindung von Hydroxydopamin an 
LuxP vor [Ni et al., 2008] (Abb. 2.34). Bei der Immobilisierung von Hydroxydopamin 
an den Carboxy-PEG-Disulfid-Monolayer entsteht eine Amidbindung. Da das 
Hydroxydopamin Borsäure komplexieren kann, wurde angenommen, dass die 
Carbonylgruppe der Amidbindung anders als bei der MHF-Matrix vermutet, nicht an 
der Bindung zu LuxP beteiligt ist. Allerdings war auch hier kein Displacement mit 
freiem Hydroxydopaminborat zu erreichen. Wie in Tabelle 2.8 dargelegt, konnte auch 
an dieser Affinitätsmatrix LuxP binden, das zuvor mit einer 500fachen Konzentration 
Hydroxydopaminborat gemischt wurde. Auch hier war nur die Assoziations-
ratenkonstante deutlich geringer als mit LuxP. Zusätzlich konnte auch hier bis zu 
20% der Response durch die LuxP-Anbindung an der Referenz erfolgen. Obwohl 
diese Ergebnisse auf eine unspezifische Anbindung an die Hydroxydopaminborat-
Matrix hinweisen, wurde ein Displacement mit Pyrogallolborat untersucht. Pyrogallol 
ist mit Hydroxydopamin strukturell verwandt und kann die AI-2-aktivierte 
Biolumineszenz in V. harveyi schon in geringeren Konzentrationen inhibieren als 
Hydroxydopamin selbst [Ni et al., 2008]. LuxP sollte dadurch zu Pyrogallolborat eine 
höhere Affinität besitzen. Wie Abbildung 2.35 zeigt, konnte mit Pyrogallolborat ein 
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Displacement erhalten werden. Dieses fiel jedoch bei der hohen eingesetzten 
Konzentration von Pyrogallolborat (10 mmol/l) sehr gering aus. Pyrogallol ist sehr 
oxidationsempfindlich und kann bereits durch Sauerstoff aus der Luft oxidiert werden. 
Aus diesem Grund wurde Ascorbinsäure in gleicher Menge wie Pyrogallolborat als 
Antioxidationsmittel zugesetzt. Interessanterweise konnte bei einer versehentlichen 
Oxidation von Pyrogallolborat während der Displacement-Phase (vermutlich 
ausgelöst durch ein zu schnelles Einpumpen der Lösung in die Flusszelle), die durch 
eine Gelbfärbung des Puffers erkannt werden konnte (Pyrogallol wird durch 
Oxidation zu Purpurogallin und andere Produkte zersetzt, die eine bräunlich–gelbe 
Farbe besitzen), eine vermutete Rückbindung des Proteins gemessen werden (Abb. 
2.36). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im Gegensatz zum 
Assayaufbau mit dem HA/AntiHA-System (Kapitel 2.2) mit keinem Assayformat mit 
LuxP ein reproduzierbarer Displacement-Assay erhalten werden konnte. Es konnte 
zwar mit Pyrogallolborat ein Displacement von LuxP von einer Hydroxy-
dopaminborat-Matrix beobachtet werden. Ob dies jedoch auch mit AI-2 möglich ist, 
konnte im Rahmen der Arbeit nicht verifiziert werden, da kein AI-2 zur Verfügung 
stand. Die Untersuchungen mit dem AI-2/LuxP-System zeigen aber exemplarisch 
zwei allgemeine Grenzen für das Format des Displacement-Assays auf: Eine 
Affinitätsmatrix kann nicht mit allen niedermolekularen Molekülen ohne eine 
Veränderung der Funktionalität und ohne aufwendige Chemie erreicht werden, und 
die Vermeidung von unspezifischen Anbindungen an die Affinitätsmatrix ist noch 
entscheidender für eine erfolgreiche Analyse als bei herkömmlichen Assayaufbauten. 
Allerdings bietet hier der Displacement-Assay auch einen deutlichen Vorteil 
gegenüber anderen Formaten, denn eine Anbindung eines Liganden an ein Protein 
kann immer auch außerhalb einer definierten Binderegion erfolgen (dazu gibt es in 
der Literatur viele Untersuchungen [Persch et al., 2015]). Dies bedeutet aber, dass 
ein sicherer Nachweis, dass ein Ligand in einem markierungsfreien Assayformat (wie 
bei der SPR-Spektroskopie üblich) wirklich an einer definierten Binderegion bindet, 
nur über den Nachweis eines Displacements erfolgen kann. Hiermit sollte ein 
Screening, etwa nach Antagonisten, rationell vorgenommen werden können. 
Zusätzlich wurde auch mit der Hydroxydopaminborat-Matrix eine 
Bindungsstudie mit unterschiedlichen LuxP-Derivaten durchgeführt. Diese besaßen 
eine Mutation in der Binderegion des AI-2, bei der jeweils ein oder zwei Amino-
säuren, die an der AI-2 Bindung beteiligt sind, gegen Aminosäuren ausgetauscht 
waren, die eine komplementäre oder stark verschiedene funktionelle Gruppe 
aufweisen. Wie Abbildung 2.37 zeigt, konnten alle LuxP-Derivate an die 
Hydroxydopaminmatrix angebunden werden. Interessanterweise kann man die 
Derivate nach ihrer Bindungskinetik in zwei Gruppen teilen: LuxP wt und M7 besaßen 
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eine niedrigere Affinität zur Hydroxydopaminborat-Matrix, während M6, M8 und M9 
eine 10fach höhere Affinität zur Matrix aufwiesen. Da die Mutation in M7 nicht an der 
vorgeschlagenen Bindung von Hydroxydopaminborat teilhat (Aminosäure 77 mutiert; 
vergleiche Abbildung 2.34 rechts unten), ist die identische Affinität wie LuxP wt 
nachvollziehbar, da alle an der Bindung zu Hydroxydopaminborat beteiligten 
Aminosäuren unverändert blieben. Dass das Derivat M8 eine höhere Affinität zur 
Hydroxydopaminborat-Matrix hatte, kann durch die Wasserstoffbrückenbindungen 
mit der Borsäure erklärt werden, falls die räumliche Anordnung der Aminosäuren in 
der Bindetasche in M8 erhalten bleibt. Warum die Derivate M6 und M9 ebenfalls eine 
höhere Affinität für die Hydroxydopaminborat-Matrix zeigten, kann über eine einfache 
Betrachtung der Bindungsmodelle nicht erklärt werden; allerdings hat auch die 
Bindungsstudie mit MHF (Abbildung 2.38) eine erhöhte Bindung von MHF gegenüber 












3. Kinetisches Modell für Displacement-
Assays mit bivalenten Antikörpern 
 
3.1  Kinetisches Modell 
In Erweiterung des bisher behandelten monovalenten Modelles, wird hier ein 
bivalentes Modell behandelt, das direkt die Situation eines Displacement-Assays mit 
herkömmlichen bivalenten Anti-HA-Antikörpern beschreibt. 
3.1.1 Grundgleichungen 
Definitionen: 
Spezies im Bereich der SAM (self assembled monolayer): 
Immobilisierte HA-Peptide (Antigene): Aimm  Konzentration: [Aimm]:= Aimm
12
 
Da die Antigene wesentlich kleiner als die Antikörper sind, ist es nicht möglich, dass 
alle Antigene durch Antikörper abgebunden werden. Die maximal mögliche 
Antigenzahl A0, die abgebunden werden kann, 
wird durch die Konzentration       [A0]:=A0 
beschrieben. Das Verhältnis von A0 zu Aimm wird weiter unten aus SPR-Messungen 
während des Immobilisierungsvorganges bestimmt. 
Der Anteil von A0, der nicht mit Antikörpern zu AB-Komplexen gebunden ist, 
wird mit A bezeichnet. Ihre Konzentration ist:     [A]:= A 
Freie Anti-HA-Antikörper: B       [B]:= B 
Freie Antigene (HA-Peptide): C       [C]:= C 
Immobilisierte Antigen/Antikörper-Komplexe: AB    [AB]:= AB 
Doppelt gebundene immobilisierte Antigen/Antikörper-Komplexe: AAB     [AAB]:=AAB 
Freie Antigen/Antikörper-Komplexe: BC      [BC]:= BC 
Freie doppelt gebundene Antigen/Antikörper-Komplexe: BCC           [BCC]=BCC 
Immobilisierter Antigen/Antikörper/Antigen-komplex: ABC   [ABC]=ABC 
                                            
12 Zur Vereinfachung der Schreibweise wird hier ebenfalls die Bezeichnung der Konzentrationen gleich der der 
Speziesnamen gewählt. 
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Spezies im Bulk der Flusszelle: 
Freie Antikörper im Bulk der Flusszelle: BFluss:  Konzentration:    [BFluss] = Bconc' 
Freie Antigene im Bulk der Flusszelle: CFluss:  Konzentration:    [CFluss] = Cconc' 
Reaktionsgleichungen: 
A + B  AB           (3.A) 
A + AB  AAB          (3.B) 
A + BC  ABC          (3.C) 
AB + C  ABC          (3.D) 
AB + C  A + BC   Displacement-Reaktion    (3.E) 
AAB + C  A + ABC  Displacement-Reaktion    (3.F) 
ABC + C  A + BCC  Displacement-Reaktion    (3.G) 
B + C  BC           (3.H) 
BC + C  BCC          (3.J) 
 
Differentialgleichungen: 





= 𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵 − 𝑑𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐵 − 𝑎𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐴𝐵 + 𝑑𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐴𝐵 −                               
            −𝑎𝑎𝑏−𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑎𝑏−𝑐 ∙ 𝐴𝐵𝐶 − 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶    




= 𝑎𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐴𝐵 − 𝑑𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐴𝐵 − 𝑒𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑎𝑏 ∙  𝐴𝐵𝐶 ∙ 𝐴              




= 𝑎𝑎−𝑏𝑐 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 + 𝑎𝑎𝑏−𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 − (𝑑𝑎−𝑏𝑐 + 𝑑𝑎𝑏−𝑐) ∙ 𝐴𝐵𝐶 − 
           −𝑒𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐴𝐵𝐶 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶𝐶 − 𝑒𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐵𝐶 ∙ 𝐴 + 𝑒𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐴𝐵 ∙ 𝐶 
                    (3.4) 
𝑑𝐵𝐶
𝑑𝑡
= 𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵 ∙ 𝐶 − 𝑑𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶 − 𝑎𝑎−𝑏𝑐 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 + 𝑑𝑎−𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵𝐶 − 
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            − 𝑎𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐵𝐶 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐵𝐶𝐶 − 𝑒𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 + 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 − 𝑣𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶 




= 𝑎𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐵𝐶 ∙ 𝐶 − 𝑑𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐵𝐶𝐶 − 𝑒𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶𝐶 ∙ 𝐴 + 𝑒𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐴𝐵𝐶 ∙ 𝐶 −           
                  −𝑣𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐵𝐶𝐶 




= 𝑣𝑏 ∙ (𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝐵) − 𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵 + 𝑑𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐵 − 𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶      




= 𝑣𝑐 ∙ (𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝐶) − 𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑏𝑐 ∙ 𝐵𝐶 − 𝑎𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐵𝐶 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐵𝐶𝐶 − 
            −𝑎𝑎𝑏−𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑑𝑎𝑏−𝑐 ∙ 𝐴𝐵𝐶 − 𝑒𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑏 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶 − 
            −𝑒𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐴𝐴𝐵 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑎𝑏 ∙ 𝐴𝐵𝐶 ∙ 𝐴 − 𝑒𝑏𝑐𝑐 ∙ 𝐴𝐵𝐶 ∙ 𝐶 + 𝑒𝑎𝑏𝑐 ∙ 𝐴 ∙ 𝐵𝐶𝐶 
                    (3.8) 
In den Gl. (2.16) bis (2.23) sind alle Ratenkonstanten wie im Paragraph 2.2 
bezeichnet, Die Konstante aab−c beschreibt die Assoziation von AB mit C zu ABC und 
die Konstante aa−bc die von A mit BC zu ABC
13. Entsprechend beschreiben die 
Dissoziations-Ratenkonstanten dab−c und da−bc den Zerfall von ABC zu AB und C 
bzw. zu A und BC. Die zusätzlichen Austauschratenkonstanten  eaab , eabc  und ebcc  
beschreiben die Zunahme von AAB durch die Reaktion von A mit ABC zu AAB und 
C, sowie die Zunahme von ABC und BCC durch entsprechende 
Austauschreaktionen. 
3.1.2 Numerische Lösung 
Die Lösung des Differentialgleichungssystems (2.16) bis (2.23) erfolgte mit 
dem gleichen Matlab-Programm wie im Paragraph 2.1.3, das lediglich geeignet 
erweitert wurde.  
                                            
13 Allgemein ist davon auszugehen, dass die Assoziationsratenkonstanten aa-bc und aab-c nicht identisch sind, 
obwohl sie beide zur Bildung von ABC führen. Entsprechendes gilt natürlich auch für die 
Dissoziationsratenkonstanten da-bc und dab-c. 




Diese Diskussion soll wieder anhand einiger charakteristischer Beispiele 
geführt werden, wobei hauptsächlich die experimentellen Ergebnisse der Messreihe 
2209Y9 wie auch im Abschnitt 3.2.1 verwendet wurden. 
Analog zur Abb. 2.3 beginnen wir in Abb. 3.3 wieder mit einer Simulation 
(Parameter siehe Abb. 3.1 und Tabelle 3.1), die eine sehr gute Übereinstimmung von 
Messwerten und Simulationswerten erreicht. 
  
 
Abb. 3.1: Simulationsparameter zu den Abbildungen. 3.2 und 3.3  
Meas220909BM2-10000ng/ml=9090nM,  Code=1309201400000099
Parameters of phase 1-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Bconc1=8e-008   Cconc1=0   A0=0.000229   B01=0   C01=0
AB01=0   BC01=0   AAB01=0   ABC01=0   BCC01=0
AB1eend=0.00020704   A1end=1.4231e-005   B1end=6.0663e-008   AB1end=2.7286e-005   AAB1end=9.3742e-005
aexp1=50000   aab1=100000   abc1=50000   aaab1=200   aab-c1=300   aa-bc1=200   abcc1=1000
dexp1=0.0002   dab1=0.0025   dbc1=0.0005   daab1=0.0008   dab-c1=0.05   da-bc1=0.05   dbcc1=0.0005
ecexp1=100   eab1=0   ebc1=300   eaab1=500   ebcc1=0   eabc1=800   vb1=0.002   vc1=0.01   vbc1=0.003   vbcc1=0.005
Parameters of phase 2------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Bconc2=0   Cconc2=0   A0=0.000229   B02=3.0331e-008   C02=0
AB02=2.7286e-005   BC02=0   AAB02=9.3742e-005   ABC02=0   BCC02=0
AB2eend=0.00018216   A2end=2.5093e-005   B2end=8.4333e-009   AB2end=1.4601e-005   AAB2end=9.4653e-005
aexp2=50000   aab2=100000   abc2=50000   aaab2=200   aab-c2=300   aa-bc2=200   abcc2=1000
dexp2=0.0002   dab2=0.0025   dbc2=0.0005   daab2=0.0008   dab-c2=0.05   da-bc2=0.05   dbcc2=0.0005
ecexp2=100   eab2=0   ebc2=300   eaab2=500   ebcc2=0   eabc2=800   vb2=0.002   vc2=0.01   vbc2=0.003   vbcc2=0.005
Parameters of phase 3-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Bconc3=0   Cconc3=9.09e-006   A0=0.000229   B03=0   C03=0
AB03=1.4601e-005   BC03=0   AAB03=9.4653e-005   ABC03=0   BCC03=0
AB3eend=5.5605e-005   A3end=0.00013493   B3end=0   AB3end=5.0568e-006   AAB3end=4.2964e-005
C3end=9.0898e-006   BC3end=3.9187e-006   ABC3end=3.081e-006   BCC3end=3.3902e-007
aexp3=50000   aab3=100000   abc3=50000   aaab3=200   aab-c3=300   aa-bc3=200   abcc3=1000
dexp3=0.0002   dab3=0.0025   dbc3=0.0005   daab3=0.0008   dab-c3=0.05   da-bc3=0.05   dbcc3=0.0005
ecexp3=100   eab3=0   ebc3=300   eaab3=500   ebcc3=0   eabc3=800   vb3=0.002   vc3=0.01   vbc3=0.003   vbcc3=0.005




Abb. 3.2: Verlauf der Konzentrationen B, AB, AAB, ABC, BC u. BCC zu Abb. 3.3. 
 1000B: +, AB: , AAB: , ABC: , 5BC: x, 10BCC: ◊ 
























Abb. 3.3: SPR-Messungen und Simulationen für einen Schichtaufbau, wie in Abb 
2.1 dargestellt. In der Phase 1 wird die Messzelle mit Bconc=80 nmol/l durchströmt, in 
der Phase 2 mit Puffer und in der Phase 3 mit Cconc =9.09 mol/l. 
Messg. --- , 1000B: +, AB+AAB+ABC: , AB-Exp-Fkt: , 5(BC+BCC): x, 10C: ◊ 
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Der entscheidende Vorteil dieses bivalenten Modells (BM), das die Bivalenz 
der Anti-HA Antikörper direkt berücksichtigt, ist, dass es nicht notwendig ist, quasi 
künstlich effektive Dissoziations- und Austauschratenkonstanten einzuführen, um 
über den „Rebindingeffekt“ zu erreichen, dass sich die charakteristischen 
Messkurven sehr gut durch die Simulationen anfitten lassen. Mit dem BM zeigt sich, 
dass die charakteristischen Messergebnisse in der Assoziationsphase (Phase 1) und 
der Dissoziationsphase (Phase 2) ohne jedes Rebinding ganz natürlich durch das 
Zusammenspiel einfach gebundener AB-Komplexe mit doppelt gebundenen AAB-
Komplexen entstehen, wobei das Messsignal der Summe der beiden 
Konzentrationen entspricht. Insbesondere sieht man aus Abb. 3.2, dass in Phase 1 
wesentlich mehr Antikörper bivalent anbinden. Am Ende von Phase 1 ist die 
Konzentration AAB der doppelt gebundenen Antikörper etwa 8 mal so groß wie der 
einfach gebundenen (AAB1end/AB1end=119.29 M/14.75 M siehe Abb. 3.1). In Phase 
2 steigt anfangs AAB sogar noch etwas an, während AB sofort abnimmt, d.h. am 
Anfang der Dissoziation werden durch den Zerfall von AB-Komplexen frei werdende 
Antigenbindungen durch benachbarte immobilisierte AB-Komplexe abgebunden, 
sodass AAB noch etwas ansteigt. Im weiteren Verlauf dissoziieren alle AB-Komplexe 
und auch noch einige AAB-Komplexe. 
Mit dem Eindiffundieren freier Antigene in die Messzone (Phase 3) bilden sich 
die Komplexe BC, und damit nehmen durch die Austauschprozesse auch die 
Komplexe ABC zu, während die Komplexe AAB stark abnehmen. Das charakteris-
tische Messsignal entsteht hier durch die Summe der Komplexe AB, AAB und ABC. 
Zum Vergleich zeigen die Abb. 3.4 und 3.5 die Simulationsergebnisse für den 
Fall, dass alle Austauschratenkonstanten insbesondere ebc und eabc  gleich 0 sind.
14 
Außerdem zeigen weitere Simulationen, dass sich ein Displacement, das nur in etwa 
an die Messkurven herankommt, nur erreichen lässt, wenn zumindest ebc oder eabc 
ungleich Null ist. 
  
                                            
14 Nur die Austauschratenkonstante ebcexp für die Lösung (e-Funktion) des AM wurde nicht 0 gesetzt. 





Abb. 3.5: Messung und Simulation wie bei Abb. 2.10, aber ohne 
Austauschreaktionen, d.h. für ebc=eabc=0. 
Messg. --- , 1000B: +, AB+AAB+ABC: , AB-Exp-Fkt: , 5(BC+BCC): x, 10C: ◊ 
























Abb. 3.4: Verlauf der Konzentrationen B, AB, AAB, ABC, BC und BCC zu 
Abb. 3.5.  1000B: +, AB: , AAB: , ABC: , 5BC: x, 10BCC: ◊ 
 










































Abb. 3.6: Verlauf der Konzentrationen B, AB, AAB, ABC, BC und BCC zu Abb. 
3.7.  1000B: +, AB: , AAB: , ABC: , 4BC: x, 4BCC: ◊ 





























Abb. 3.7: SPR-Messungen und Simulationen für Phase 1: Anti-HA mit Bconc=13.3 
nmol/l, Phase 2: Puffer, Phase 3: High Affinity Antikörper mit Cconc =45.5 mol/l. 
Messg. --- , 1000B: +, AB+AAB+ABC: , AB-Exp-Fkt: , 2(BC+BCC): x, C: ◊ 
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Das BM erlaubt es auch die charakteristischen Unterschiede der 
Bindungskinetik bivalenter und monovalenter Antikörper besser zu verstehen. Hierzu 
zeigen die Abb. 3.6 und 3.7 SPR-Messungen und Simulationen der Messreihe 
2409Y9. Dabei kamen sogenannte High-Affinity-Antikörper zur Anwendung, die nur 
eine monovalente Bindung erlauben. Vergleicht man die Abb. 3.3 mit der Abb. 3.7 so 
erkennt man zunächst in Phase 2, dass für monovalente Bindung keinerlei 
„Rückbindungseffekt“ zu beobachten ist, vielmehr tritt ein linearer (e-funktionaler) 
Verlauf auf. Da sich andererseits eben mit Hilfe des BM gezeigt hat, dass 
offensichtlich der charakteristische Verlauf der SPR-Messung bei bivalenten 
Antikörpern in der Phase 2 auch nichts mit einem Rückbindungseffekt zu tun hat, 
folgt, dass zumindest im System Hämagglutinin-Peptid/Hämagglutinin-Antikörper 
während der Dissoziationsphase sowohl bei monovalenten als auch bei bivalenten 
Antikörpern keinerlei Rückbindung auftreten muss. Das hier gefundene 
charakteristische SPR-Verhalten, einerseits ein e-funktionaler Verlauf bei 
monovalenter Bindung und andererseits ein auf Rückbindung deutender Verlauf bei 
bivalenter Bindung wurde auch von Müller et al (Müller et al. 1998) beschrieben. 
Besonders interessant ist der Unterschied in Phase 3. Hier zeigt sich bei 
bivalenter Bindung im AB-Verlauf wieder ein typisches, auf Rückbindung deutendes 
Verhalten, während bei monovalenter Bindung zunächst ein stärkerer Abfall der AB-
Konzentration auftritt, der anfänglich wieder einer e-Funktion folgt (Abb. 3.7). Im 
weiteren Verlauf folgt die SPR-Response nicht mehr dem steileren Abfall der e-
Funktion, sondern nimmt nur noch langsam weiter ab. 
Paradoxerweise kann dieser Verlauf der SPR-Response in der 
Displacementphase (Phase 3) des Assays unter Verwendung monovalenter 
Antikörper nicht mit dem Modell für monovalente Antikörper (MM) richtig beschrieben 
werden15. Allerdings gelingt die Simulation bei ausgeschaltetem Rebinding (rbf=0) für 
die Phasen 1 und 2 sehr gut, Messkurven und Simulationskurven sind 
deckungsgleich (wie in Abb. 3.7). Für die Phase 3 liefert das MM für ausgeschaltetes 
Rebinding (dpf=0) den gleichen exponentiellen Verlauf wie das AM (Abb. 3.7). Aber 
mit keiner Wahl der Simulationsparameter (dpf, ebc) gelingt es den experimentellen 
Verlauf zu simulieren. 
Im Idealfall sollte bei monovalenter Bindung der Verlauf der SPR-Response 
vollständig dem MM (AM) folgen, d.h. in die Messzone eindiffundierende freie 
Antigene (C) reagieren (Austauschreaktion) mit gebundenen Antigen-Antikörper-
Komplexen (AB) zu freien Antigen-Antikörper-Komplexen (BC), die aus der 
Messzone ausdiffundieren. Die Abweichung vom diesem idealen Verlauf kann (mit 
                                            
15 wie schon in Kapitel 2.1.3 dargelegt. 
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Hilfe des BM) mit der Entstehung von ABC-Komplexen (siehe Abb. 3.6) erklärt 
werden. Dies können keine stabilen ABC-Komplexe sein, da die Antikörper nur 
monovalent binden können, man kann sie metastabil nennen. 
Metastabile ABC-Komplexe können einmal dadurch entstehen, dass freie 
Antigene C an (immobilisierte) AB-Komplexe andocken, aber nicht unmittelbar durch 
eine Austauschreaktion freie BC-Komplexe bilden. Die entstehenden metastabilen 
ABC-Komplexe zerfallen schließlich in freie BC-Komplexe, die ebenfalls die 
Messzone verlassen. Andererseits können metastabile ABC-Komplexe dadurch 
entstehen, dass ausdiffundierende BC-Komplexe an nicht abgebundenen 
immobilisierten Antigenen A andocken, aber nicht durch eine Austauschreaktion zu 
gebundenen AB-Komplexen und freien Antigenen C reagieren (Rückbindung), 
sondern die Andockstelle wieder verlassen und aus der Messzone ausdiffundieren. 
Der erste Fall wird beim BM durch die Ratenkonstanten aab-c und dab-c 
gesteuert, der zweite durch aa-bc und da-bc, wobei alle weiteren Ratenkonstanten für 
bivalente Antikörper Null gesetzt wurden. Es zeigt sich, dass beide Fälle beitragen, 
da mit aab-c=30 und aa-bc=160 
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 der Verlauf der SPR-Response optimal simuliert 
wird. 
Insgesamt ergibt sich somit folgendes Bild:  
- für das Displacement bei monovalenten Antikörpern: 
Die charakteristische experimentelle SPR-Response (Abb. 3.7) kann nicht mit 
dem MM bei Verwendung einer effektiven Austauschratenkonstante nach Gl. (2.15) 
beschrieben werden. Allerdings kann sie mit dem BM beschrieben werden 
(metastabile ABC-Komplexe), sodass zum Verständnis der charakteristischen SPR-
Response ein Rückbindungseffekt nicht erforderlich ist. 
- für das Displacement bei bivalenten Antikörpern: 
Die charakteristische experimentelle SPR-Response (Abb. 3.3) kann mit dem 
BM ganz ohne Rückbindungseffekt beschrieben werden. Sie kann auch mit dem MM 
bei Verwendung einer effektiven Austauschratenkonstante nach Gl. (2.15) 
beschrieben werden, was allerdings eine Rückbindung impliziert. 
 
Schließlich sieht man, dass es zum besseren Verständnis des Displacements 
durchaus vorteilhaft ist, nicht nur das MM sondern (trotz seiner größeren 
Komplexität) auch das BM zur Simulation der Messergebnisse einzusetzen. 
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3.2  Vergleich mit experimentellen Beispielen 
 
 




Die hier dargestellten Ergebnisse wurden durch Modellierung und Auswertung 
exemplarischer Messreihen erzielt. 
Zum Studium der Assoziations- und Dissoziationskinetik des Hämagglutinin-
Peptid/Hämagglutinin-Antikörper-Displacement-Assays hat es sich als zweckmäßig 
erwiesen, das monovalente und das bivalente Modell unmittelbar nebeneinander 
anzuwenden. Deshalb wurden die zugehörigen Simulationsergebnisse der 
Messreihe 1303Y9 und ihre Diskussion bereits im Kapitel 2.2.1.2 (Abb. 2.9, Tab. 2.2) 
vorweggenommen. 
Die Displacementkinetik des Hämagglutinin-Peptid/Hämagglutinin-Antikörper-
Displacement-Assays wurde durch Modellierung und Auswertung der Messreihe 
2209Y9 studiert. 
Tabelle 3.1 zeigt die Parameter, die sich durch Anfitten der Messkurven mit 
dem BM ermitteln lassen. Das Anfitten der Messkurven ist dabei genau so gut, wie 
beim monovalenten Modell, insbesondere in der Displacementphase, so dass auf die 
Wiedergabe der Bilder verzichtet wurde. 
Aus der Tabelle ist zu ersehen, dass sich für die Assoziationsratenkonstanten, 
die Dissoziationsratenkonstanten sowie die Transferratenkonstanten aus den 
Messkurven für alle Antigenkonzentrationen16 nahezu identische Werte ergeben, d.h. 
die Messungen und die Simulationen ergeben wieder ein konsistentes Bild. Natürlich 
ist es auch mit dem BM nicht möglich, alle Parameter durch Anfitten des berechneten 
AB-Verlaufes an den gemessenen eindeutig und genau zu bestimmen. Deshalb 
wurden zunächst die gleichen Annahmen und Vereinfachungen wie beim 
monovalenten Modell vorgenommen. 
                                            
16 Im Gegensatz zum monovalenten Modell sind hier auch alle Ratenkonstanten für die verschiedenen Phasen 
identisch gewählt. 




Tab. 3.1: Parameter aus Simulation (BM) der Messreihe 2209Y9 mit Bconc = 80 nmol/l 
Cconc    
𝑛𝑚𝑜𝑙
𝑙




 258 240 235 250 250 240 229 230 228 
aab      
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 90000 90000 90000 90000 100000 100000 100000 100000 100000 
abc      
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 50000 50000 50000 50000 50000 50000 50000 50000 50000 
aaab     
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 100 100 100 100 200 200 200 200 150 
aab-c     
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 300 300 300 300 300 300 300 300 300 
aa-bc      
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 200 200 200 200 200 200 200 200 200 
abcc      
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
























 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 
eab        
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ebc        
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 0 0 0 0 300 300 300 300 300 
eaab      
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 0 0 0 0 500 500 500 500 550 
ebcc       
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
eabc       
𝑙
𝑠∙𝑚𝑜𝑙
















 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 




Dann zeigte sich beim Anfitten der Messkurven in der Displacementphase, 
dass man für alle HA-Konzentrationen Cconc< 200 nmol/l, bei denen ein Displacement 
nicht oder kaum ersichtlich ist, mit Austauschratenkonstanten verschieden von 0 
keinen Anpassungseffekt erzielen kann, d.h. im Vergleich zum Fall, dass alle 
Austauschratenkonstanten identisch 0 sind, kann man keine Verbesserung der 
Anpassung erkennen. Weiter zeigte sich, dass man für HA-Konzentrationen Cconc > 
200 nmol/l bereits eine grobe Anpassung erzielen kann, wenn man alle 
Austauschratenkonstanten bis auf eabc Null setzt und eabc geeignet wählt. Für ebcc = 
0, ebc = 300 und eaab = 500 l/(smol) kann durch eine optimale Wahl von eabc eine 
präzise Anpassung erzielen. Für die Austauschratenkonstante eabc ergeben sich 
dabei von der HA-Konzentration abhängige Werte. Hierzu zeigen bereits die 
Abbildungen 3.1 bis 3.3 des Kapitels 3.1.2 die Mess- und Simulationsplots für die 
freie Antigenkonzentration von 10000 ng/ml (9090 nmol/l) der Messreihe 2209Y9. Für 
diese Antigenkonzentration erhält man eabc = 800 l/(smol). 
Selbst wenn man bis auf ebc alle Austauschratenkonstanten Null setzt, kann 
noch eine grobe Anpassung erreicht werden. Dies zeigt die Abb. 3.9 für die freie 
Antigenkonzentration von 10000ng/ml (9090 nmol/l). Allerdings musste hierzu für ebc 
der sehr hohe Wert von 5000 l/(smol) gewählt werden17. 
Damit man einen besseren Überblick über das Zusammenspiel der 
(zahlreichen) verschiedenen Ratenkonstanten beim Displacement erhält, 
veranschaulichen wir die Differentialgleichungen (3.1 – 3.5) des BM für die 
Displacementphase durch das in Abb. 3.10 dargestellte Wirkungsdiagramm. Es geht 
von den in der Messzone nach der Dissoziationsphase gebundenen AB- und AAB-
Komplexen aus. Durch Eindiffundieren der freien Antigene C in die Messzone zu 
Beginn der Displacementphase können einfach gebundene ABC-Komplexe und freie 
BC- und BCC-Komplexe entstehen. Alle Ratenkonstanten, die entsprechend der 
Differentialgleichungen (3.1 – 3.5) die Konzentrationsänderungen der Komplexe 
während des Displacements steuern, sind im Diagramm eingezeichnet. Über die 
Transferratenkonstanten vbc und vbcc diffundieren BC- und BCC-Komplexe aus der 
Messzone. In Summe werden so in der Messzone gebundene Antikörper durch freie 
Antigene freigesetzt. 
 
                                            
17 Bis auf die Austauschratenkonstanten hatten alle übrigen Ratenkonstanten die in Tabelle 3.1 angegebenen 
Werte. 


























Die zu den wichtigen Ratenkonstanten gehörigen Reaktionswege in der 






Abb. 3.8: Verlauf der Konzentrationen B, AB, AAB, ABC, BC und BCC zu 
Abb. 3.9. 
  1000B: +, AB: , AAB: , ABC: , 5BC: x, 10BCC: ◊ 
























Abb. 3.9: Mess- und Simulationsergebnisse zur Messreihe 2209Y9 für die freie 
HA-Konzentration 10000 ng/ml (9090nM). 
Alle Austauschratenkonstanten sind 0 gesetzt bis auf ebc = 5000 l/(smol). 
Messg. --- , 1000B: +, AB+AAB+ABC: , AB-Exp-Fkt: , 5(BC+BCC): x, 10C: ◊ 
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Die Komplexität des Wirkungsdiagramms in Abb. 3.10 lässt sich deutlich 
reduzieren, wenn man untersucht, welche Ratenkonstanten und Reaktionswege 
einen großen Einfluss auf die Anpassung der Simulation an die Messung und welche 
nur einen geringen Einfluss haben. Hierzu wurden, ausgehend von einem perfekten 
Fit mit den Ratenkonstanten der Tabelle 3.1, einzelne Ratenkonstanten variiert, um 
ihren Einfluss auf das Fitergebnis in der Displacementphase zu studieren. 
Die Ratenkonstanten aab, dab (nicht in Abb. 3.10), aaab und daab haben zwar 
auch einen großen Einfluss auf den Fit in der Displacementphase, sind aber bereits 
durch die Assoziations- und die Dissoziationsphase festgelegt. Die Konstanten abc 
und dbc (nicht in Abb. 3.10) haben nur einen geringen bzw. mittleren Einfluss auf den 
Fit in der Displacementphase. Bis auf die Ratenkonstanten aa-bc , da-bc sowie eaab und 
eabc , die den Fit ganz wesentlich bestimmen, haben alle übrigen Ratenkonstanten 
aus Tabelle 3.1 bzw. Abb. 3.10 nur einen geringen Einfluss auf die Fitqualität18. Die 
                                            
18 Die Transferratenkonstanten vb ,vc ,vbc und vbcc sind wie beim MM festgelegt. 
 
Abb. 3.10: Diagramm zur Prozesskinetik beim bivalenten Modell in der 
Displacementphase. Das Diagramm veranschaulicht die Differentialgleichungen 
(3.1 – 3.5) für die Displacementphase. Die Ratenkonstanten an fett gezeichneten 
Reaktionswegen haben starken Einfluss auf das Anfitten der berechneten 
Kurven an die Messkurven, die an dünn gezeichneten Wegen dagegen nur einen 
geringen Einfluss. 
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zu den wichtigen Ratenkonstanten gehörigen Reaktionswege in der Displace-
mentphase sind in Abb. 3.10 fett gezeichnet. 
Damit lässt sich mit Hilfe der optimalen Simulation in der Displacementphase 
der Reaktionsverlauf beim Displacement im Wesentlichen folgendermaßen erklären. 
Die zu Beginn der Displacementphase hauptsächlich vorliegenden doppelt 
angebundenen AAB-Komplexe werden zunächst durch in die Messzone 
eindiffundierende freie Antigene HA vermöge der Austauschratenkonstanten eabc in 
nur noch einfach angebundene ABC-Komplexe umgewandelt. Diese dissoziieren 
einerseits zu freien BC-Komplexen (da-bc) und andererseits zu AB-Komplexen (dab-c). 
Letzteres ist aus dem geringfügigen Anstieg der AB-Komplexe ganz am Anfang der 
Displacementphase ersichtlich (siehe Abb. 3.2). Dass dieser Anstieg der AB-
Komplexe nicht direkt von den AAB-Komplexen vermöge daab erfolgt, ist aus Abb. 3.8 
ersichtlich. Die AB-Komplexe werden durch freie Antigene vermöge der 
Austauschratenkonstanten ebc in freie BC-Komplexe umgewandelt. Allerdings kann 
dieser Austauschprozess selbst bei sehr großem ebc nicht den gesamten 
Displacementeffekt erklären, wie aus Abb. 3.9 ersichtlich. Schließlich werden die 
vermöge ebc und da-bc gebildeten freien BC-Komplexe entweder die Messzone 
vermöge vbc direkt verlassen oder teilweise vermöge abcc zu BCC-Komplexen 
reagieren, die dann vermöge vbcc ausdiffundieren. 
Abschließend visualisiert hier Abb. 3.11 die Abhängigkeit der Austausch-
ratenkonstante eabc von der Konzentration der freien HA-Antigene wie sie in Tab. 3.1 
gegeben ist. 
Wie aus Abb. 3.11 zu sehen, kann diese Abhängigkeit sehr gut mit folgendem 
Exponentialgesetz beschrieben werden. 
 
𝑒𝑎𝑏𝑐 = 𝑒𝑎𝑏𝑐(0) ∙ 𝑒
−𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐
𝐶𝑟𝑒𝑓     (3.9) 
 
In Gl. (3.9) ist eabc(0) die für Cconc=0 extrapolierte Austauschratenkonstante und Cref 
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Bevor mögliche Erklärungen für diese Abhängigkeit von eabc von Cconc 
diskutiert werden, muss darauf hingewiesen werden, dass die in Tabelle 3.1 
angegebenen Parameter mit den Annahmen und Vereinfachungen, wie sie schon 
beim monovalenten Modell zur Anwendung kamen (siehe Abschnitt 2.2.1.4), erhalten 
wurden. Außerdem wurden die Parameter aaab , daab , aa-bc , da-bc , eaab , die die 
Simulation stark beeinflussen (Abb. 3.10), wie in Tabelle 3.1 angegeben, für alle 
Cconc-Werte konstant gehalten. Damit wurde eine eventuelle Abhängigkeit der 
Parameter von Cconc voll und ganz der Austauschkonstanten eabc zugewiesen. 
Eine mögliche Erklärung für die nichtlineare Abhängigkeit des Displacements 
von der Konzentration C der freien Antigene eröffnet sich aus dem Diagramm in Abb. 
3.10 und dem bereits oben dargelegten Reaktionsverlauf in der Displacementphase. 
Obwohl dieser Reaktionsverlauf nicht nur von der Austauschratenkonstante eabc 
abhängt, wurde (völlig willkürlich) die gesamte nichtlineare Abhängigkeit des 
Displacements von Cconc der Austauschratenkonstanten eabc zugeordnet, während  
aa-bc und da-bc unabhängig von Cconc konstant angenommen wurden. Nimmt man 
dagegen an, dass nicht die Austauschratenkonstanten von Cconc abhängen, sondern 
dass die Dissoziationsratenkonstanten da-bc (ABC-Komplexe dissoziieren zu 
abdiffundierenden BC-Komplexen und frei werdenden immobilisierten Antigenen) mit 
zunehmender Konzentration der freien Antigene abnehmen, so erklärt sich die 
nichtlineare Abnahme des Displacements mit Cconc einfach durch ein „Rebinding“ von 
  
Abb. 3.11: Visualisierung der in Tab. 2.4 dargestellten Abhängigkeit der 
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BC-Komplexen an frei gewordenen (immobilisierten) Antigenen. Da die 
Wahrscheinlichkeit zur Rückbindung exponentiell mit der Konzentration der freien 
Bindungsstellen A in der Wechselwirkungsschicht steigt [Gauglitz et al.], steigt sie 
entsprechend auch mit Cconc . Wenn man die gesamte nichtlineare Abhängigkeit des 
Displacements von Cconc wiederum der Austauschratenkonstante eabc zuordnet, so 
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3.2.2  Impedanzspektroskopie eines Hämagglutinin-
Peptid/Hämagglutinin-Antikörper-Displacement-Assays 
3.2.2.1  Modellierung 
Die Modellierung der Ergebnisse der impedanzspektroskopischen Messungen 
zum Displacement beim Hämagglutinin(HA)-Peptid/Anti-Hämagglutinin-Antikörper 
(Anti-HA-Antikörper)-System erfolgt ganz ähnlich, wie im Falle der SPR-
Spektroskopie. 
Definitionen 
Die Bezeichnungen für die Namen der Antigene und Antikörper sowie ihrer 
Konzentrationen unterscheiden sich nicht von denen im Abschnitt 3.1.1. 
Beim Assoziierungsprozess werden Antikörper der Konzentration Bconc auf 
eine Schicht immobilisierter HA-Antigene zugeführt, die einfach oder doppelt 
anbinden können. Deshalb muss hier, im Gegensatz zur Modellierung bei der 
Fluoreszenzspektroskopie, das Modell, das die Bivalenz der Antikörper 
berücksichtigt, angewandt werden. Der Displacementprozess erfolgt durch das 
Zuführen freier HA-Antigene der Konzentration Cconc. 
Reaktionsgleichung 
Auch sie sind identisch zu denen im Abschnitt 3.1.1. 
Differentialgleichungen 
Wie im Abschnitt 3.1.1 gelten auch hier die Gleichungen (3.1-3.4) und die 
Gleichungen (3.5) und (3.6) ohne Transferterme. Anstelle der Ratengleichungen (3.7) 
und (3.8) gelten jetzt für B und C ähnliche Summenbeziehungen, wie für A (Gl. (3.1)). 
 
𝐴 = 𝐴0 − 𝐴𝐵 − 2𝐴𝐴𝐵 − 𝐴𝐵𝐶    (3.1) 
𝐵 = 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝐴𝐵 − 𝐴𝐴𝐵 − 𝐴𝐵𝐶    (3.10) 
𝐶 = 𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 − 𝐵𝐶 − 2𝐵𝐶𝐶     (3.11) 
 
Genau wie mit der Fluoreszenzspektroskopie kann man auch mit der 
Impedanzspektroskopie nur stationäre Endwerte messen. Sie lassen sich aus den 
Gl. (3.1) - (3.5) zusammen mit (3.10) und (3.11) berechnen, wenn man die 
entsprechenden Ableitungen nach der Zeit gleich Null setzt. 
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Für den Assoziierungsprozess genügen hierfür die Gl. (3.2) und (3.3), da mit 
Cconc=0, auch die Konzentrationen ABC, BC, BCC und C identisch 0 sind. Die 
stationären Endwerte für den Assoziierungsprozess ABAend und AABAend lassen sich 
wegen der experimentell verwendeten Antikörperkonzentrationen Bconc = 10 g/ml = 
80 nmol/l aus den SPR-Spektren der Messreihe 2209Y9 für Bconc=80 nmol/l 
ermittelten Ratenkonstanten (Tabelle 3.1) berechnen. Diese Rechnung lässt sich 
stark vereinfachen, wenn man näherungsweise Konzentrationen von der 
Größenordnung nmol/l gegenüber solchen der Größenordnung mol/l vernachlässigt. 














∙ 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐     (3.13). 
 
Mit den Werten aus Tabelle 3.1 A0=230 mol/l und daab/aaab=5 mol/l erhält 
man somit 𝐴𝐵𝐴𝑒𝑛𝑑 ≅ 0.02 ∙ 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 und 𝐴𝐴𝐵𝐴𝑒𝑛𝑑 ≅ 0.98 ∙ 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 . 
Zur Berechnung der stationären Endwerte beim Displacementprozess müssen 
alle oben genannten Gleichungen herangezogen werden. Diese Berechnung wird 
sehr umfangreich, und nur wenn man auch hierfür die oben genannte Näherung 










































∙ 𝐵𝐶𝐶) ∙ 𝐴0 ≅ 0  (3.16) 
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) − 𝐵𝐶 ∙ 𝐶𝑐𝑜𝑛𝑐 ≅ 0    (3.18) 
Zur Berechnung der stationären Endwerte des Displacementprozesses 
ABDend, AABDend, ABCDend, BCDend, und BCCDend kommt ähnlich wie bei den 
fluoreszenzspektroskopischen Messungen noch folgende Randbedingung zur 
Anwendung. Wie zum Ende des Assoziierungsprozesses (siehe Gl. (3.12) und 
(3.13)) sind auch während des Displacementprozesses alle zugeführten Antikörper 
gebunden, d.h. B=0. Somit lautet die Randbedingung: 
 
𝐴𝐵 + 𝐴𝐴𝐵 + 𝐴𝐵𝐶 + 𝐵𝐶 + 𝐵𝐶𝐶 = 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐   (3.19) 
 
Mit den Ratenkonstanten und A0 aus Tabelle 3.1 sowie der experimentell 
angewandten Antigenkonzentration Cconc = 90 mol/l erhält man mit Hilfe der Gl. 
(3.14-3.19) folgende stationäre Endwerte des Displacementprozesses: 
 
𝐴𝐵𝐷𝑒𝑛𝑑 ≅ 0.02𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 , 𝐴𝐵𝐵𝐷𝑒𝑛𝑑 ≅ 0.82𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 , 𝐴𝐵𝐶𝐷𝑒𝑛𝑑 ≅ 0.02𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 
sowie   𝐵𝐶𝐷𝑒𝑛𝑑 ≅ 0.02𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 , 𝐵𝐶𝐶𝐷𝑒𝑛𝑑 ≅ 0.12𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 (3.20) 
 
Die Theorie zeigt folglich, dass durch den Displacementprozess nur etwa 14% 
der angebundenen Antikörper durch freie Antigene aus ihrer Bindung verdrängt 
wurden, obwohl eine hohe Konzentration freier Antigene zur Anwendung kam. 
 
3.2.2.2  Versuchsdurchführung 
Im Anhang A5 wird der Versuchsaufbau und die Versuchsdurchführung 
detailliert dargestellt. 
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3.2.2.3  Messergebnisse 
Ebenfalls im Anhang wird das für diesen Abschnitt angewandte 
Messverfahren der Impedanzspektroskopie erläutert und gezeigt, wie sich aus dieser 
Messung der Verdrängungsanteil bestimmen lässt. Experimentell zeigt sich so, dass 
etwa 16% der angebundenen Antikörper durch den Displacementprozess aus ihrer 
Bindung mit immobilisierten Antigenen verdrängt werden, in guter Übereinstimmung 
mit der Theorie. 
3.2.2.4  Diskussion der Ergebnisse und Vergleich mit SPR-Ergebnissen 
Dieser hier im Vergleich zu den SPR-Experimenten sehr geringe 
Displacementeffekt erklärt sich durch die hier, im Unterschied zur Messung mit SPR, 







4. Konklusionen und Ausblick 
 
Im Kapitel 1 (Problemstellung) wurden verschiedene Detektionsprinzipien zur 
Erfassung niedermolekularer Liganden vorgestellt, die auf der quasistationären 
Erfassung von Liganden-Rezeptor-Komplexen basieren und bei denen 
unterschiedliche Anbindungs- und Ablöseprozesse zwischen Liganden und 
Rezeptoren erfolgen. Zur genauen Untersuchung und Aufklärung der Kinetik dieser 
Prozesse war es notwendig, die einzelnen kinetischen Stadien zu separieren, was 
durch geeignete Messverfahren in Verbindung mit leistungsfähiger Modellierung 
erreicht werden sollte (Arbeitshypothese). Sie sollte am Modellsystem 
Hämagglutinin-Peptid/Hämagglutinin-Antikörper verifiziert werden. Schließlich sollten 
die am Hämagglutinin-System gewonnenen kinetischen Daten zusammen mit den 
entwickelten Modellierungsverfahren auf quasistationäre Detektionsverfahren 
angewandt werden, die einerseits mit Fluoreszenzspektroskopie unter Verwendung 
von Markern und andererseits markierungsfrei mit Impedanzspektroskopie arbeiten. 
Zur Verifizierung der Arbeitshypothese mussten auf der physikalisch-
mathematischen Seite die erforderliche Messtechnik (SPR19-, Impedanzspektros-
kopie20) aufgebaut sowie die Matlabprogramme zur Modellierung erstellt und beide 
zur Funktion gebracht werden und auf der chemisch-biologischen Seite der Aufbau 
verschiedener Mess- und Flusszellen sowie die Entwicklung einer Reihe von 
Verfahren zur Präparation reproduzierbarer Messproben und -schichten durchgeführt 
werden21. Hierzu waren umfangreiche Experimente zur Goldbeschichtung sowie zur 
chemischen Funktionalisierung, Blockierung und Regenerierung durchzuführen. So 
wurden beispielsweise im Modellsystem Hämagglutinin-Peptid / Hämagglutinin-
Antikörper für die chemisch-biologischen Entwicklungsarbeiten und zur Gewinnung 
kinetischer Daten mehr als 50 Schicht-Assays realisiert und mit SPR-Spektroskopie 
vermessen. Daneben wurden zahlreiche Assays für die quasistationären Messungen 
mit Fluoreszenzspektroskopie und spezielle Messproben für die Impedanz-
spektroskopie präpariert. Mit dem einfachen Modell für monovalente Antikörper (MM) 
wurden die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten und gegebenenfalls 
auch die Austauschratenkonstanten an ca. 30 Assays bzw. Messreihen bestimmt. An 
                                            
19 Siehe Anhang 1. 
20 Siehe Anhang 5 
21 Siehe Anhang 2, Anhang 3 und Anhang 4. 
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ausgewählten Messreihen wurden diese Ratenkonstanten auch mit dem Modell für 
bivalente Antikörper (BM) bestimmt. 
Damit ermöglicht die vorliegende Arbeit folgende Aussagen zur Kinetik der 
Assoziations- und Displacementprozesse in Assays aus niedermolekularer Liganden 
und Rezeptoren, die insbesondere im System Hämagglutinin-Peptid / Hämagglutinin-
Antikörper gelten. Sie konnten hier auch für das LuxP/AI2-System angewandt 
werden und sollten sich auch auf andere Systeme übertragen lassen. 
 
 Die an den verschiedenen Assays gefundenen Ergebnisse zeigen eindeutig 
einen von der Konzentration der freien Liganden abhängigen 
Displacementeffekt. 
 
 Für die Anwendung von Displacement-Assays für Sensoren ist wichtig, dass 
selbst bei sehr starker Assoziation zwischen (immobilisierten und freien) 
Liganden und Rezeptoren ein Displacement stattfindet. Dies ist die Folge 
davon, dass das Displacement durch eine Austauschreaktion hervorgerufen 
wird (siehe 2.1.3). 
 
 Aus den Reaktionsgleichungen zwischen (immobilisierten und freien) 
Antigenen, (mono- und bivalenten) Antikörpern und den daraus gebildeten 
Komplexen können Modelle (Differentialgleichungssysteme mit Lösungen) 
entwickelt werden, die eine exakte Simulation der zeitaufgelösten SPR-
Spektren in drei nacheinander ablaufenden Reaktionsphasen (Assoziations-, 
Dissoziations-, Displacementphase) ermöglichen. 
 
 Durch genaues Anpassen der zeitaufgelösten Messkurven in der Assoziations- 
und Dissoziationsphase können sowohl mit dem MM als auch mit dem BM die 
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten (aab und dab) einfach 
gebundener Antigen-Antikörperkomplexe (AB) und mit dem BM auch die 
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten (aaab und daab) doppelt 
gebundener Antigen-Antikörperkomplexe (AAB) mit guter Genauigkeit 
ermittelt werden. Da auch für eine große Variation der Antikörper-
konzentrationen Bconc in der Analytlösung (4 ≤ 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐 ≤ 80 𝑛𝑚𝑜𝑙/𝑙) die 
Anpassungen der Simulationskurven an die Messkurven nahezu identische 
Werte für die Ratenkonstanten liefern (Tabellen 2.1 und 2.2), zeigt es sich, 
dass die Messungen und Simulationen ein konsistentes Bild der 
Anbindungskinetik ergeben. Dies ist auch eine Bestätigung für die Qualität der 
Messungen. 
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 Messungen und Simulationen während der Immobilisierung der HA-Schichten 
ergeben ein Flächenverhältnis von Antigenen zu Antikörpern von 19:1 bis 30:1. 
Dem steht ein aus Strukturgrößen abgeschätztes Flächenverhältnis von 16:1 
bis 25:1 gegenüber. 
 
 In der Assoziationsphase zeigt sich mit Hilfe des BM, dass bivalente Antikörper 
vorwiegend mit beiden Bindungsstellen an die immobilisierten Antigene 
anbinden. 
 
 In der Dissoziationsphase monovalenter Rezeptoren folgt der charakteristische 
Verlauf der SPR-Response einer e-Funktion, der sowohl mit dem MM als auch 
mit dem BM richtig beschrieben wird. Dagegen folgt der charakteristische 
Verlauf der SPR-Response bei bivalenten Rezeptoren in der Dissoziationsphase 
nicht mehr einer e-Funktion. Dieser Verlauf wird vielfach mit einer 
(sogenannten) Rückbindung dissoziierter Rezeptoren erklärt. Die Simulation 
dieser SPR-Response mit dem MM erfordert die Einführung einer effektiven 
(zeitabhängigen) Dissoziationsratenkonstante22. Mit dem BM lässt sich die 
charakteristische SPR-Response einfach dadurch erklären, dass in der 
Assoziationsphase einfach gebundene AB-Komplexe in der Dissoziationsphase 
leichter und vollständig dissoziieren, während doppelt gebundene AAB-
Komplexe am Anfang der Dissoziationsphase sogar noch etwas zunehmen und 
im weiteren Verlauf nur geringfügig dissoziieren (siehe Kapitel 3.1.2). Somit 
kommt man zu dem Schluss, dass zumindest im System Hämagglutinin-
Peptid/Hämagglutinin-Antikörper während der Dissoziationsphase sowohl bei 
monovalenten als auch bei bivalenten Antikörpern keinerlei Rückbindung 
auftreten muss. 
 
 Aus Messungen der maximalen Responsesteigung in der Displacementphase 
kann mit Hilfe des MM die Konzentration der freien Antigene beim 
Displacement ermittelt werden. Man findet eine nichtlineare Abhängigkeit des 
Displacements von der Konzentration der freien Antigene. 
 
 In der Displacementphase kann die charakteristische SPR-Response bei 
monovalenten Antikörpern (Abb. 3.7) nicht mit dem MM bei Verwendung 
einer effektiven Austauschratenkonstante nach Gl. (2.15) beschrieben werden. 
Allerdings kann sie mit dem BM durch Einführung metastabiler ABC-Komplexe 
                                            
22 Dazu werden zwei zusätzliche Simulationsparameter benötigt, sodass der Vorteil des MM mit weniger 
Simulationsparameter im Vergleich zum BM auszukommen, verloren geht. 
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beschrieben werden, sodass zum Verständnis der charakteristischen SPR-
Response kein Rückbindungseffekt erforderlich ist.  
Bei bivalenten Antikörpern kann die charakteristische experimentelle SPR-
Response (Abb. 3.3) mit dem BM ganz ohne Rückbindungseffekt beschrieben 
werden. Sie kann auch mit dem MM bei Verwendung einer effektiven 
Austauschratenkonstante nach Gl. (2.15) beschrieben werden. Dies impliziert 
allerdings eine Rückbindung. 
 
 Nimmt man für die Simulation der Displacementmessungen mit Hilfe des BM 
an, dass alle Ratenkonstanten bis auf die Austauschratenkonstante eabc 
unabhängig von der Konzentration der freien Antigene sind, findet man eine 
exponentielle Abnahme von eabc mit der Konzentration Cconc der freien 
Antigene. Nimmt man dagegen an, dass nicht die Austauschraten von Cconc 
abhängen, sondern dass die Dissoziation der ABC-Komplexe zu 
abdiffundierenden BC-Komplexen und frei werdenden immobilisierten 
Antigenen (A) mit zunehmender Konzentration der freien Antigene abnimmt, 
so erklärt sich die nichtlineare Abnahme des Displacements mit Cconc einfach 
durch eine Rückbindung von BC-Komplexen an frei gewordenen 
(immobilisierten) Antigenen. Da die Wahrscheinlichkeit zur Rückbindung 
exponentiell mit der Konzentration der freien Bindungsstellen A in der 
Wechselwirkungsschicht steigt [Gauglitz et al.], kommt man zu dem Schluss, 
dass die exponentielle Abhängigkeit des Displacements von der Konzentration 
der freien Antigene auf einen Rückbindungseffekt zurückzuführen ist. 
 
 Im Gegensatz zum HA/AntiHA-System konnte mit keinem der untersuchten 
Assayformate mit LuxP ein reproduzierbares Displacement-Assay realisiert 
werden. Zwar konnte mit Pyrogallolborat ein Displacement von LuxP von einer 
Hydroxydopaminborat-Matrix beobachtet werden. Ob dies jedoch auch mit AI-
2 möglich ist, konnte nicht geklärt werden, da kein AI-2 zur Verfügung stand. 
 
 Die Detektionsprinzipien zur Erfassung niedermolekularer Liganden, die mit 
immobilisierten (mono- oder bivalenten) Rezeptoren funktionieren, können 
unter Verwendung des MM analysiert werden. Dazu müssen lediglich die 
quasistatischen Lösungen des MM mit den aus SPR-Messungen gewonnenen 
Ratenkonstanten berechnet werden. Als Beispiel wurde durch die Berechnung 
der stationären Lösung der Komplexe aus freien Antigenen und Antikörpern BC 
mit Hilfe des MM die Verdrängung von HA-eGFP durch HA (Kompetition) in 
Abhängigkeit von der HA-Konzentration bestimmt. Der Vergleich dieser 
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Simulationen mit fluoreszenzspektroskopisch erhaltenen Messergebnissen 
ergab eine brauchbare Übereinstimmung. 
 
 Bei Detektionsprinzipien zur Erfassung niedermolekularer Liganden, die mit 
immobilisierten Liganden funktionieren, muss allerdings das BM zur Analyse 
verwendet werden. Auch hier müssen die quasistationären Lösungen (des BM) 
mit den aus SPR-Messungen gewonnenen Ratenkonstanten berechnet 
werden. Dies ist allerdings deutlich komplexer als beim MM. Als Beispiel wurde 
durch die Berechnung der stationären Lösungen der Komplexe aus 
immobilisierten Antigenen und Antikörpern AB und AAB die Verdrängung von 
(an immobilisierten Antigenen) angebundenen Antikörpern durch freie 
Antigene bestimmt. Der Vergleich dieser Simulationen mit impedanz-
spektroskopisch erhaltenen Messergebnissen (siehe Anhang A5) ergab 
ebenfalls eine brauchbare Übereinstimmung. 
 
 
Insgesamt zeigt sich also, dass die eingangs formulierte Arbeitshypothese 
als bewiesen angesehen werden kann. 
Folgende Verallgemeinerungen sind unter anderem auch für multivalente 
Rezeptoren vorstellbar: 
 Alle Aussagen und Ergebnisse, die für bivalente Antikörper mit Hilfe des MM 
gewonnen werden können, können mit dem MM auch für höher Valente 
Rezeptoren erhalten werden. 
 
 Das Modell für bivalente Antikörper kann entsprechend erweitert prinzipiell 
auch auf den Fall höher valenter Rezeptoren angewandt werden. Allerdings 
steigt dann die Zahl der Ratenkonstanten und damit auch der Simulations-
parameter zunehmend an, sodass es nicht mehr möglich ist, diese alleine 
durch Anpassen der Simulationsergebnisse an die Messergebnisse zu 
bestimmen. 
 
 Das am Modellsystem Hämagglutinin-Peptid/Hämagglutinin-Antikörper 
gefundene Ergebnis, dass bivalente Antikörper, entsprechend ihrer 
biologischen Funktion, mit beiden Bindungsstellen an die immobilisierten 
Antigene anbinden, deutet darauf hin, dass sich multivalente Antikörper in 
Displacementassays analog verhalten. 
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse ermöglichen verschiedene 
Einsätze der Displacementmethode in der Biosensorik. Insbesondere lassen sich 
damit kleine Moleküle markierungsfrei quantitativ bestimmen, ohne hoch präzise 
Analysengeräte einsetzten zu müssen. Damit ergibt sich die Möglichkeit, sehr 
kompakte integrierte massensensitive Sensoren, die nicht die Empfindlichkeit 
hochempfindlicher SPR-Spektrometer erreichen, zur Detektion kleiner Moleküle 










Anhang 1  
Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie 
Die Oberflächen-Plasmonen-Resonanz (SPR)-Spektroskopie hat sich als eine 
mächtige bioanalytische Technik zur routinemäßigen Charakterisierung molekularer 
Bindungsereignisse an metallischen Grenzflächen entwickelt. Sie macht sich das 
starke durch Oberflächenplasmonen-Resonanz generierte evaneszente elektrische 
Feld an der Grenzfläche Metall-Dielektrikum zu Nutze, um Änderungen der 
dielektrischen Materialeigenschaften und damit auch physikalisch-chemische 
Phänomene an der Metallgrenzfläche extrem empfindlich detektieren zu können. 
A1.1  Volumen- und Oberflächenplasmonen 
Bereits 1900 entwickelte P. Drude (Drude, 1900) seine überaus erfolgreiche 
Theorie der elektrischen Leitung in Metallen. Hiernach lösen sich die schwach 
gebundenen Valenzelektronen von den Metallatomen und bilden ein Elektronengas 
aus Leitungselektronen, die sich (nahezu) frei zwischen den verbleibenden 
Metallionen bewegen können. Die Leitungselektronen können sich nicht völlig frei 
bewegen, sondern werden nach einer mittleren freien Bewegungszeit  
(Relaxationszeit) durch eine Kollision statistisch gestreut und damit ins thermische 
Gleichgewicht mit ihrer Umgebung gebracht. Die Relaxationszeit von Metallen liegt 
bei Raumtemperatur typisch zwischen 10-15 und 10-14 s. Mit diesem Modell für 
Metalle erhält man unmittelbar die spezifische Gleich- und Wechselstromleitfähigkeit 
von Metallen zu [Ashcroft et al., 1976] 
𝜎(0) =
𝑛 ∙ 𝑒2 ∙ 𝜏
𝑚
                  𝜎(𝜔) = 𝜎(0) ∙
1 + 𝑖𝜔𝜏
1 + (𝜔𝜏)2
                           (𝐴1.1) 
wobei n die Elektronendichte im Metall, e die Elementarladung und m die 
Elektronenmasse ist. Mit (A1.1) kann man auch die (komplexe) Dielektrizitätszahl von 
Metallen berechnen. 
𝑟(𝜔) = 1 + 𝑖 ∙
𝜎(𝜔)
0 ∙ 𝜔
                                            (𝐴1.2) 
Für Frequenzen, die hoch genug sind, so dass 𝜔𝜏 ≫ 1 gilt, erhält man aus 
(A1.1) und (A1.2): 
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                               (𝐴1.3)23 
p wird allgemein Plasmafrequenz genannt.  
Für 𝜔 < 𝜔𝑝 ist 𝑟(𝜔) reell negativ und damit die Ausbreitungsgeschwindigkeit 
(Phasengeschwindigkeit) elektromagnetischer Wellen im Metall 𝑣𝑝ℎ = 𝑐 𝑛 = 𝑐/√ 𝑟  ⁄  
rein imaginär, sodass die Amplitude einer elektromagnetischen Welle im Metall 
exponentiell abfällt, d.h. eine Wellenausbreitung im Metall ist generell nicht möglich. 
Lediglich sehr dünne Metallschichten (ca. 30-50nm) sind halbwegs transparent. 
Andererseits wird für 𝜔 > 𝜔𝑝  𝑟(𝜔) positiv und damit die 
Ausbreitungsgeschwindigkeit reell, d.h. das Metall wird generell transparent. 
Beispielsweise sind Alkalimetalle für Wellenlängen unter 200 bis 400nm transparent. 
Eine weitere wichtige Konsequenz von (A1.3) ist, dass sich im Elektronengas 
Ladungsdichte-Oszillationen ausbilden können, d.h. die elektrische Ladungsdichte  
ist eine oszillierende Funktion von der Zeit 𝜌(𝑟,⃗⃗ 𝑡) =  𝜌(𝑟,⃗⃗ 𝜔) ∙ 𝑒−𝑖𝜔𝑡 . Dies setzt 
allerdings voraus, dass die Kontinuitätsgleichung 𝑑𝑖𝑣 𝑗 +
𝜕𝜌
𝜕𝑡
= 0,   𝑑. ℎ.  𝑑𝑖𝑣 𝑗 (𝑟,⃗⃗ 𝜔) =
𝑖𝜔 ∙ 𝜌(𝑟,⃗⃗ 𝜔), die Maxwellgleichung   𝑑𝑖𝑣 ?⃗? (𝑟,⃗⃗ 𝜔) =
𝜌(𝑟,⃗⃗  𝜔)
0
   und die Materialgleichung 
 𝑗 (𝑟,⃗⃗ 𝜔) = 𝜎(𝜔) ∙ ?⃗? (𝑟,⃗⃗ 𝜔)  gemeinsam erfüllt werden können [Ashcroft et al., 1976]. 
Dies ist der Fall, wenn 1 + 𝑖 ∙
𝜎(𝜔)
0∙𝜔
= 0 ist, was für 𝜔 = 𝜔𝑝 gilt. Die 
Elektronendichteoszillationen bei der Frequenz p im Inneren eines Metalls werden 
auch Volumenplasmonen genannt. Da sich die Volumenplasmonen parallel zur 
Richtung des sie begleitenden elektrischen Feldes ausbreiten, können sie nicht 
einfach mit (transversalen) Lichtwellen angeregt werden. Ganz anders sieht es an 
der Grenzfläche eines Metalls zu einem Isolator aus. 
Fortlaufende Elektronendichteoszillationen an der Oberfläche eines Metalls 
werden Oberflächenplasmonen (surface plasmons SP) genannt. Sie führen ein ?⃗? -
Feld mit, das auch eine Komponente 𝐸𝑧 senkrecht zur Ausbreitungsrichtung hat, 
sodass sie prinzipiell mit (transversalen) elektromagnetischen Wellen angeregt 
werden können. 
In Abb. A1.1 sind die elektromagnetischen Felder eines Oberflächenplasmons 
(SP) skizziert, das sich an der Metalloberfläche in x-Richtung ausbreitet [Mendach et 
al., 2008]. Die oszillierende Oberflächenladungsdichte ist in der Grenzfläche z=0 
konzentriert, sodass für die Bereiche z<0 und z>0  𝑑𝑖𝑣 ?⃗? (𝑟,⃗⃗ 𝜔) =
𝜌(𝑟,⃗⃗  𝜔)
0
= 0 gilt. Mit 
                                            
23 Gl. (A1.3) ist nur sinnvoll, wenn die Bedingung 𝜔𝜏 ≫ 1 für 𝜔 ≈ 𝜔𝑝 erfüllt ist, was für alle Metalle mit 
Sicherheit der Fall ist. 
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2         (A1.4) 
 
Mit Hilfe der üblichen Stetigkeitsbedingungen an Grenzflächen für die in Abb. 
A1.1 gezeigten Feldkomponenten, d.h.  𝐸𝑥𝐷𝑖𝑒𝑙 = 𝐸𝑥𝑀𝑒𝑡, 𝐻𝑦𝐷𝑖𝑒𝑙 = 𝐻𝑦𝑀𝑒𝑡, und  
𝑟𝐷𝑖𝑒𝑙 ∙ 𝐸𝑧𝐷𝑖𝑒𝑙 = 𝑟𝑀𝑒𝑡 ∙ 𝐸𝑧𝑀𝑒𝑡 findet man 𝑘𝑥𝐷𝑖𝑒𝑙 = 𝑘𝑥𝑀𝑒𝑡 = 𝑘𝑥 und 𝑟𝐷𝑖𝑒𝑙 ∙ 𝑘𝑧𝑀𝑒𝑡 = 𝑟𝑀𝑒𝑡 ∙
𝑘𝑧𝐷𝑖𝑒𝑙. Hieraus ergibt sich mit Gl. (A1.4) 






     (A1.5). 
Gl. (A1.5) stellt den Zusammenhang zwischen der Wellenzahlkomponente 
(Impulskomponente) 𝑘𝑥𝑆𝑃 = 2𝜋 𝜆𝑆𝑃⁄  und der Frequenz 𝜔 (Energie) der in Abb. A1.1 
gezeigten elektromagnetischen Welle her und beschreibt somit die Dispersion des 
Oberflächenplasmons. Für die Grenzflächen Gold-Vakuum (r=1) und Gold-
Dielektrikum mit r=1.2 wurden die Dispersionsrelationen aus (0)Au und Au mittels 
(A1.5), (A1.1) und (A1.2) berechnet und in Abb. A1.2 dargestellt. Weiter wurden die 
Dispersionsrelationen für die Lichtausbreitung (in x-Richtung) im Vakuum und in 
einem Dielektrikum mit r=1.2 dargestellt. Schließlich sind noch zwei Relationen für 
Licht im Glasprisma dargestellt, die weiter unten erläutert werden. 
Durch Bilden der Ableitung 
𝜕𝜔
𝜕𝑘𝑥𝑆𝑃
 an der Stelle 𝑘𝑥𝑆𝑃 = 0 erkennt man, wie auch 
aus Abb. A1.2 zu sehen, dass die Anfangssteigung der SP-Dispersionsrelation 
 
Abb. A1.1: Schematische Darstellung der elektromagnetischen Felder eines 
Oberflächenplasmons (surface plasmon SP) an einer Metall-Dielektrikum-
Grenzfläche 8 [Mendach et al. 2008]. Links im Bild sind die Feldkomponenten einer 
p-polarisierten Lichtwelle gezeigt, die das skizzierte SP prinzipiell anregen kann. 
ksp
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identisch der Steigung der Lichtausbreitung im Dielektrikum an der Grenzfläche ist, 
d.h. es kann keinen Schnittpunkt der schwarzen und roten bzw. der grünen und 
violetten Kurve in Abb. A1.2 geben. Dies bedeutet, es ist unmöglich die Bedingung 
𝜔𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡 = 𝜔𝑆𝑃 und  𝑘𝑥𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡 = 𝑘𝑥𝑆𝑃 (Energie- und Impulserhaltung) für die Anregung von 
Oberflächenplasmonen durch Licht aus dem Dielektrikum zu erfüllen. 
Möglichkeiten zur optischen Anregung von Oberflächenplasmonen an einer 
Metall-Dielektrikum-Grenzfläche wurden 1968 von Otto [Ott1968] und Kretschmann 
et al [Kre,1968] aufgezeigt. Dies gelingt durch Verwendung einer dritten optisch 
dichteren Schicht, wie beispielsweise Glas, und durch Ausnutzung der Totalreflexion 





Abb. A1.2: Dispersion von Oberflächenplasmonen (surface plasmon SP) an Gold-
Dielektrika (r=1 und 1.2)-Grenzflächen und von Lichtwellen im Vakuum (r=1), im 
Dielektrikum (r=1.2) und im Glasprisma =44.9° und 51.1°. Die Berechnung 
erfolgte mit (A1.5), (A1.1) und (A1.2) sowie den Goldparametern:  𝜎(0) = 45 ∙
106  𝑆 𝑚⁄   und   𝜏 = 27.8 ∙ 10−15𝑠. 






































0 1 2 3 4 51071/mkx
=632.8 nm
Licht in Vak. r=1
Licht in Diel. r=1.2
SP Au-Vak. r=1
SP Au-Diel. r=1.2
Licht im Prisma =51.1°
Licht im Prisma =44.9°
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A1.2  Aufbau und Funktion des hier genützten 
 SPR-Spektrometers24 
Für Oberflächenplasmonenresonanz-Spektrometer verwendet man in der 
Regel die Anordnung nach Kretschmann, die auch hier zur Anwendung kam. Die 
Kretschmann-Konfiguration besteht in der Regel aus einem Glasprisma, auf dessen 
Längsfläche eine sehr dünne (< 50 nm) Metallschicht (hier Au) aufgebracht ist. Die 
Oberfläche dieser Metallschicht bildet die Grenzfläche zum Dielektrikum (biologische 
Messschicht), dessen optische Eigenschaften die Resonanz des 
Oberflächenplasmons an der Grenzfläche bestimmen. Die hier verwendete 
Anordnung (Abb. A1.3) unterscheidet sich nur darin, dass ein Halbprisma verwendet 
wird, dessen Halbierungsseite verspiegelt ist, sodass alle optischen Komponenten 
auf nur einer Seite des Prismas in einem Modul zusammengefasst werden können. 
Wie aus Abb. A1.3 zu sehen, fällt das Licht der Quelle (0=632.8nm) mit dem 
                                            
24 Fa. Biosuplar 
 
Abb. A1.3: Schematische Darstellung des in dieser Arbeit eingesetzten SPR-
Spektrometers in Kretschmannanordnung. Das Einsatzbild zeigt den Einbruch 
des Reflexionsfaktors von nahezu 1 (Totalreflexion) auf nahezu 0 durch Anregung 
von Oberflächenplasmonen an der Grenzfläche Au-Luft für Dicken der Au-
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Wellenvektor 𝑘𝐿⃗⃗⃗⃗  im Glas unter dem Winkel 𝜃 auf die Grenzfläche Glas-Gold. Der 
Winkel 𝜃 muss mindestens so groß gewählt werden, dass Totalreflexion eintritt. 
Durch Rotation des Prismas kann 𝜃 und damit die x-Komponente des 
Lichtwellenvektors 𝑘𝑥𝐿 = |𝑘𝐿⃗⃗⃗⃗ | ∙ 𝑠𝑖𝑛𝜃 eingestellt werden. Wie oben dargelegt, können 
durch die sich in x-Richtung ausbreitende Lichtwelle an der Grenzfläche Glas-Gold 
keine Oberflächenplasmonen angeregt werden. Allerdings kann, wie ebenfalls oben 
beschrieben, das elektromagnetische Feld des Lichtes exponentiell abfallend 
(evaneszentes Feld) die dünne Goldschicht durchdringen und dann an der 
Goldoberfläche, d.h. der Grenzfläche zum Dielektrikum (biologische Messschicht) 
Oberflächenplasmonen resonant anregen. Dazu muss 
𝑘𝑥𝐿 = |𝑘𝐿⃗⃗⃗⃗ | ∙ 𝑠𝑖𝑛𝜃𝑆𝑃𝑅 = 𝑘𝑥𝑆𝑃𝑅.      (A1.6) 
erfüllt sein. Durch die Anregung der Oberflächenplasmonen wird der 
reflektierten Lichtwelle Energie entzogen, sodass für 𝜃 = 𝜃𝑆𝑃𝑅 ein starker und 
scharfer Reflexionseinbruch25 eintritt (Abb. A1.3). 
Die Resonanzbedingung für die Anregung von Oberflächenplasmonen und 
damit 𝜃𝑆𝑃𝑅 hängt von der Art des Metalls an der Grenzfläche, seiner Dicke (Abb. 
A1.3) und auch sehr empfindlich von der Dielektrizitätszahl des Dielektrikums an der 
Grenzfläche ab. Wenn sie sich beispielsweise von 1 auf 1.2 ändert, ändert sich 𝜃𝑆𝑃𝑅 
                                            
25 Dieser Effekt wird vielfach abgeschwächte oder frustrierte Totalreflexion genannt. 
 
Abb. A1.4: Ausschnitt aus Abb. A1.2 (mit hoher Auflösung dargestellt), der zeigt, 
dass an der Grenzschicht Au-Vakuum eine SP-Anregung beim Einfallswinkel 
=44.9° und bei einem Grenzschichtdielektrikum von r=1.2 bei =51.1° erfolgt. 
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von 44.9° auf 51.1°. Dies ist zwar in Abb. A1.2 dargestellt, allerdings wegen der 
ungenügenden Auflösung nicht erkennbar, weshalb der relevante Bildausschnitt in 
Abb. A1.4 mit höherer Auflösung wiedergegeben ist. 
Durch den scharfen Reflexionseinbruch kann der Resonanzwinkel 𝜃𝑆𝑃𝑅 sehr 
präzise erfasst werden, sodass geringste Änderungen der dielektrischen 
Eigenschaften biologischer Messschichten an der Goldoberfläche detektiert und 
















Tab. A2.1: Für die Displacement-Assay-Entwicklung verwendete Chemikalien. 
Chemikalie Firma 
Disulfid-PEG-Carbonsäure, S2-PEG-COOH 






Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(Deisenhofen, Deutschland) 
SH-PEG-CH3 (Teil des SAM) 
O-(2-Mercaptoethyl)-O′-methyl-hexa(ethylene 
glycol) 
SH-PEG-COOH (Teil des SAM) 
Poly(ethylene glycol) 2-mercaptoethyl ether 
acetic acid, Mn 1,000 
Ethanol reinst, unvergällt Carl Roth GmbH und Co. KG 
(Karlsruhe, Deutschland) 
Glycin Fluka Chemie GmbH 
(Buchs, Schweiz) 
Kaliumchlorid Mallinckrodt Baker B.V. 
(Deventer, Holland) 
Kaliumpermanganat Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(Deisenhofen, Deutschland) 
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Natriumhydroxid Merk KGaA 
(Darmstadt, Deutschland) 
N-(3-Dimethylaminopropyl)- 




Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(Deisenhofen, Deutschland) 
N-hydroxysuccinimid (NHS) 
Phospatpuffer pH = 7,4 (PBS) 
Sodium phosphate dibasic 
Sodium phosphate monobasic 







Gallium-Indium Eutektikum Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(Deisenhofen, Deutschland) 
Pufferlösungen 
Saurer Phosphatpuffer (10 mM, pH = 4,5): 
In 200 ml ddH20 werden 275,6 mg NaH2PO4*H2O, 
0,53 mg Na2HPO4*2H2O,  2,24 g KCl gelöst und mit 
1 M NaOH auf den pH-Wert 4,5 gebracht 
Biochemikalie Firma 
Antigene: 
Influenza Hämagglutinin-Peptid (HA) 
Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(Deisenhofen, Deutschland) 
Antikörper: 
 monoklonale Anti-HA-Antikörper 
 (Klon  HA-7); synthetisiert aus Mäusen 
 High Affinity Antikörper, Fab Fragmente, 
(Klon BMG-3F10), Ratten IgG1 
 
Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(Deisenhofen, Deutschland) 
Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim Deutschland) 
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Tab. A2.2: Für die SPR-Messungen verwendete Geräte und Materialien. 
Gerät / Material Firma 




Mivitec (Regensburg) Flusszelle (20 µl) 
Glasslides 20  20  1 mm (n = 1,616) 
Immersionsöl (n = 1,616) 
Ismatec Schlauchpumpe IDEX Health & Science Group 
Inphaze Impedanz-Spektrometer 
INPHAZE Pty. Ltd, Australia Inphaze Impedanz-Flusszelle  
 
 
A2.2 Entwicklung eines reproduzierbaren Aufbaus der 
Messschichten für das Displacement. 
Abbildung A2.1 zeigt eine schematische Darstellung eines typischen 
Sensorgrammes wie es bei einer SPR spektroskopischen Displacementmessung 
erhalten wird. Die Messung beinhaltet drei Schritte: 1) Bindung der Rezeptoren (hier 
Anti-HA-Antikörper) an eine Liganden (HA)-Affinitätsmatrix, die zu einem Anstieg des 
Messsignals führt, 2) die Abnahme des Messsignals, da beim Spülen mit 
Pufferlösung Antikörper abgelöst werden und 3) die erhöhte Abnahme des 
Messsignals durch die Zugabe freier Liganden (HA), die mit den immobilisierten 
Liganden der Affinitätsmatrix um Bindungsstellen des Antikörpers in Konkurrenz 
treten. Um auf einer Affinitätsmatrix mehrere Messzyklen durchführen zu können, 
muss noch ein vierter Schritt, die Regeneration, erfolgen. Während der 
Regenerationsphase werden alle Rezeptoren, die nach einer Displacementmessung 
noch auf der Affinitätsmatrix gebunden blieben, chemisch abgelöst, ohne dass 
hierdurch die Funktionalität der Affinitätsmatrix verändert wird. 
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A2.2.1  Schichtenaufbau 
Für die Untersuchung eines Displacements von Anti-HA-Antikörper durch 
freies HA wurde eine HA-Affinitätsmatrix auf der Transduceroberfläche aufgebaut, 
die Anti-HA-Antikörper spezifisch binden kann. 
Hierfür wurde an die Gold-Transduceroberfläche ein Monolayer aus Disulfid-
PEG-Carbonsäure angebunden, dessen Carbonsäure chemisch aktiviert wurde 
(EDC/NHS). Die aktivierte Carbonsäure kann von der primären Aminogruppe des 
HA-Peptids nucleophil angegriffen werden, es bildet sich eine kovalente 
Amidbindung. Der Aufbau der HA-Affinitätsmatrix erfolgte nach folgenden Schritten: 
Aufbau einer selbstorganisierenden Monoschicht (self-assembling monolayer, 
SAM) auf der gereinigten Gold-Transduceroberfläche. 
Ein SPR-Goldslide der Firma Mivitec (50nm Gold auf Glas) wurde durch 
dreifaches Eintauchen in frischen unvergällten 96,5 prozentigen Ethanol 
(Reinstethanol) für jeweils 20 Sekunden im Ultraschallbad gereinigt und 
anschließend sofort in eine 1 mM Lösung der Disulfid-PEG-Carbonsäure (in 
unvergälltem 96,5 prozentigen Ethanol) gelegt, so dass die Goldoberfläche nach 
oben zeigte. Das verwendete Glasgefäß wurde mit Parafilm verschlossen und für 
 
Abb. A2.1: Schematischer Kurvenverlauf einer SPR-Messung während eines 
Displacementexperiments. Assoziation mit Anbindung des Antikörpers, 
Dissoziation bei Spülen mit Puffer und Displacement durch das Überspülen mit 
Antigen.  
Antikörper Puffer Antigen
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mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur oder mindestens 48 Stunden bei 4°C 
inkubiert. 
Aufbau der HA-Affinitätsmatrix 
Der SPR-Goldslide wurde am Rand mit einer Pinzette aus der Disulfid-PEG-
Carbonsäure entnommen mit Reinstethanol abgespült und gereinigter Druckluft 
getrocknet. Das trockene Slide wurde mit einem Tropfen Immersionsöl mit dem 
Prisma des SPR-Spektrometers kontaktiert, und die Flusszelle darauf gespannt. Das 
Slide wurde mit saurem Phosphatpuffer beschichtet und eine SPR Messung 
gestartet, um den Aufbau der HA-Affinitätsmatrix überwachen zu können (vgl. A1.1). 
Zur chemischen Aktivierung der Säuregruppen des SAM wurde eine Lösung von 0,2 
M EDC und 0,05 M NHS in saurem Phosphatpuffer in die Flusszelle gespült und 10 
min inkubiert. Anschließend wurde für 3 Minuten mit saurem Puffer gespült und 1 
mg/ml HA-Peptid (in PBS gelöst) in die Flusszelle eingespült und zur Anbindung des 
HA-Peptids eine Stunde über dem Slide inkubiert. Nicht angebundenes HA wurde für 
einige Minuten mit PBS abgespült, und mit einer 1 M Glycinlösung (in PBS) wurden 
eventuell noch vorhandene chemisch aktivierte Säuregruppen für 30 Minuten 
abreagiert. Nach einem Spülschritt mit PBS wurde die Messung des Schichtaufbaus 
beendet und eine neue Displacementmessung gestartet. 
Displacementmessung 
An diese mit HA-Peptid modifizierte Oberfläche konnte Anti-HA-Antikörper im 
Fluss angebunden und durch freies HA-Peptid wieder verdrängt werden. Die 
Immobilisierung des HA-Peptids an der Transduceroberfläche bildet eine stabile 
regenerierbare Affinitätsmatrix, so dass das Displacement von Anti-HA-Antikörper 
durch unterschiedliche HA-Peptid-Konzentrationen auf derselben Schicht untersucht 
werden konnte. Um den Effekt der Temperatur (thermische Drift) und des 
Brechungsindexes der Lösung (z.B. bei einem Pufferwechsel), sowie unspezifische 
Anbindungen oder Anlagerungen an die Schicht, auf die Messung auszuschließen, 
wurden die Messungen mit einer Flusszelle der Firma Mivitec durchgeführt. Die 
Flusszelle trennt die zwei optischen Messpunkte auf dem Goldslide in zwei getrennte 
Flusskammern, die jeweils über Schläuche getrennt be-und entladbar sind (vgl. Abb. 
A2.2), dadurch wird die Referenz der Messung durch eine Affinitätsmatrix ohne HA-
Peptid möglich. Durch die Differenz der Messsignale, gewonnen an der HA-
Affinitätsmatrix und der Referenzmatrix, können die oben genannten Messartefakte 
herausgerechnet werden. 
Für die Durchführung der Displacementmessungen wurden die Proteine in 
Probengefäßen mit PBS auf die gewünschte Konzentration verdünnt, wobei ein 
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Abb. A2.2: Flusszelle am SPR-Spektrometer 
Endvolumen der Lösung von 100 µl nicht unterschritten wurde, um ausreichende 
Anbindungszeiten im Fluss zu ermöglichen. Anschließend wurde die Pumpe kurz 
gestoppt, die Schlauchenden per Hand in das Probengefäß gesteckt und die Pumpe 
wieder angestellt, um die Flusskammern mit der Proteinlösung zu beladen. 
Die SPR Messung lief mit einer Messgeschwindigkeit von 60µl pro Minute 
(falls nicht anders angegeben) über die gesamte Prozedur weiter und wurde erst zum 
Ende der gesamten Messreihe gestoppt. Bei einer mehrtägigen Messreihe wurde die 
Flusszelle am Ende eines Tages mit PBS gefüllt und die Pumpe abgestellt. Die 
Schläuche wurden in dem Probengefäß mit PBS belassen, um ein Eindringen von 
Luft in die Schläuche zu verhindern. Außerdem wurde das Probengefäß mit Parafilm 
verschlossen. Die SPR Messung lief über Nacht weiter. Am nächsten Tag wurde die 
Pumpe wieder gestartet, und für mindestens 30 Minuten PBS über die Oberflächen 
gespült. Anschließend wurde anhand des Sensorgramms kontrolliert, ob die 
Messschicht stabil geblieben war (Winkel am Ende der Vortagesmessung entspricht 
Winkel nach Spülen mit PBS) und dann die Messreihe weitergeführt. Die 
gemessenen Winkelverschiebungen der Messpunkte wurden als Datenfile 
(dataxyz.sp2) von der Messsoftware automatisch gespeichert und zur weiteren 
Verarbeitung bzw. Verwendung in verschiedene Datenanalyseprogramme (Microsoft-
Excel, Origin, Matlab) eingelesen. Für die Darstellung der SPR-Sensorgramme 
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Abb. A2.3: SPR-Sensorgramm einer Displacementmessung (erster Tag der 
Messung 2209Y9, vgl. 2.2.1.4). Differenzsignal des Sensorgrammes der HA-
Affinitätsmatrix abzüglich der Referenzoberfläche bei mehrfacher Anbindung von 
Anti-HA-Antikörper (jeweils 10 µg/ml) sowie Displacement mit HA (mit den 
angegebenen Konzentrationen) und anschließender Regeneration mit SDS und 
NaOH. Nach zwei Antikörperanbindungen wurde ohne Displacement 
regeneriert. 
 
























wurde die Differenz aus den Messwerten der Affinitätsmatrix und den 
Referenzmesswerten gebildet und die Messzeitpunkte (das Biosuplar SPR-
Spektrometer misst allen 0,1 Sekunden) in Sekunden oder in Minuten umgerechnet. 
Abbildung A2.3 zeigt exemplarisch ein SPR-Sensorgramm einer Displacement-
messung über ca. acht Stunden, bei der zehnmal Anti-HA-Antikörper angebunden 
wurden (Assoziation). Anschließend wurde mit PBS-Puffer gespült (Dissoziation) und 
dann das Displacement mit unterschiedlichen HA Konzentrationen gemessen (in 
Abb. A2.3 rot markiert). Zuletzt folgte der Regenerationsschritt mit SDS und 
Natronlauge, bevor nach einem Spülschritt mit PBS-Puffer ein neuer Messzyklus 
durchgeführt wurde. Alle Messzyklen erfolgten nach dem gleichen Messprotokoll 
unter Einhaltung gleicher Assoziations-, gleicher Dissoziations- und gleicher 
Displacement-Zeiten. 
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A2.2.2  Experimente zum Schichtaufbau 
Um verifizierbare Displacement-Messungen durchführen zu können, musste 
zuerst ein Beschichtungsprotokoll entwickelt werden, das den Aufbau einer 
langzeitstabilen, reproduzierbaren und regenerierbaren HA-Affinitätsmatrix 
gewährleistete, sowie für die Minimierung unspezifischer Proteinanbindungen an die 
Matrix sorgte. Es zeigte sich, dass einige Schritte des Schichtaufbaus optimiert 
werden mussten: 
Entwicklung eines geeigneten Reinigungsprotokolls des SPR-Goldslides  
Die selbstorganisierende Monoschicht (SAM) aus Disulfid-PEG-Carbonsäure 
kann sich durch eine spontane Adsorption von Molekülen aus Ethanol an eine solide 
Goldoberfläche zu einer monomolekularen Schicht ausbilden, wobei das Disulfid 
gespalten wird und mit dem Gold eine Thiolbindung eingeht. Die Carbonsäure-
gruppen präsentieren sich somit gerichtet an der Schichtoberfläche und bleiben zur 
Anbindung des HA-Peptids zugängig. Der Organisationsprozess der SAM aus einer 
Lösung an die Goldoberfläche beinhaltet ein thermodynamisches Gleichgewicht 
zwischen den an Gold gebundenen und den in der Lösung gelösten Molekülen. Das 
heißt, der Aufbau des SAM spiegelt die Konzentrationsverhältnisse der stark mit Gold 
interagierenden Moleküle in der Lösung und auf der Goldoberfläche wider. Für einen 
möglichst homogenen SAM muss die Goldoberfläche, wie die Lösung, frei von 
Verunreinigungen sein, um die Kinetik der Organisation des SAM nicht zu behindern, 
[Love, 2005]. Allerdings kann aufgrund der Molekularstruktur auf einer gesputterten 
Goldschicht kein vollständig homogener SAM erhalten werden [O’Dwyer, 2004]. Alle 
SPR-Goldslides wurden daher nur einmal verwendet und zur Entfernung von 
Verunreinigungen der Goldoberfläche kurz in Piranha-Lösung (Peroxomono-
schwefelsäure) getaucht und in Reinstwasser gespült. Nach der Beschichtung und 
Durchführung der SPR Messung stellte sich jedoch heraus, dass die Goldschicht 
schon durch diese üblicherweise verwendete Reinigungsprozedur angegriffen wurde. 
Es bildeten sich während der Messung Löcher in der Goldschicht. Vermutlich wurde 
sie durch die Gasbildung an der Oberfläche beim Eintauchen in die Piranha-Lösung 
so stark angegriffen, dass die Strömungskräfte in der Flusszelle während der SPR-
Messung Goldpartikel ablösen konnten. Aus diesem Grunde wurde von der üblichen 
Reinigungsprozedur abgewichen und die Goldschicht nur durch die erwähnte 
Ultraschallbehandlug in Ethanol gereinigt (siehe oben). 
Vermeidung einer unspezifischen Proteinanbindung an die Affinitätsmatrix 
Proteine adsorbieren unspezifisch an ungeschützten Goldoberflächen, sie 
werden dabei partiell entfaltet und können mit freigelegten unpolaren Seitenketten 
aus dem Molekülinneren hydrophobe Wechselwirkungen mit der Goldoberfläche 
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eingehen [Haynes, 1995]. Der Schutz der Affinitätsmatrix vor der unspezifischen 
Anbindung von Proteinen ist sowohl während des Aufbaus der Affinitätsmatrix als 
auch bei den Bindungsstudien essentiell. Die Bindungsstudien würden durch 
unspezifische Bindungen verfälscht werden. Bereits eine Adsorption der HA-Peptide 
an die Goldoberfläche während des Aufbaus der Affinitätsmatrix würde eine 
anschließende Bindung des Anti-HA-Antikörpers sterisch behindern. Die Wahl einer 
geeigneten Blockierung der Goldoberfäche gegen unspezifische Proteinanbindungen 
ist somit entscheidend für die Qualität der Affinitätsmatrix. Bei der Untersuchung der 
unspezifischen Proteinanbindung an unterschiedlich funktionalisierte SAM haben 
besonders Alkanthiole mit Oligothylenglycol-Gruppen eine Proteinanbindung 
blockiert [Prime & Whitesides, 1991; Silin, 1997; Zhu, 2001], wobei dies nicht für alle 
Proteine zutrifft, wie eine Untersuchung mit komplexen Proteinmischungen zeigt 
[Breault-Turcot, 2014]. Verminderte Proteinanbindungen an Oligothylenglycol 
funktionalisierte SAM werden zumeist mit der Mobilität der Oligoethylengruppen auf 
der SAM-Oberfläche, sowie mit einer starken Bindung von Wassermolekülen an und 
über den Oligoethylengruppen erklärt. Hierdurch kommt es zu einer sterischen 
Abstoßung der Proteine und einer osmotischen Barriere zwischen Proteinen und der 
Goldoberfläche [Hader, 1998; Tanaka 2013]. Um unspezifische Proteinanbindungen 
möglichst effektiv zu verhindern, wurde daher beim Aufbau der HA-Affinitätsmatrix 
ein Alkanthiol mit sieben Oligothylenglycol-Einheiten (Disulfid-PEG-Carbonsäure) 
eingesetzt. Der Vergleich der Referenzoberfläche (SAM ohne HA) mit der HA-
Affinitätsmatrix ergab bei den Anbindungsstudien mit Anti-HA-Antikörper keinen 
Anstieg der SPR-Response an der Referenzoberfläche. Dies zeigt, dass die 
Oligoethylengruppen unspezifische Proteinanbindungen ausreichend blockieren (vgl. 
Abb. A2.4). Ein anfangs zusätzlich eingesetztes Blockingreagenz, Kasein [Kaur, 
2002], hatte keinen Einfluss auf die Qualität der Messergebnisse und wurde daher im 
weiteren Verlauf der Messungen nicht mehr eingesetzt. 
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Abb. A2.4: Separate SPR-Sensorgramme der Messung aus Abb. A2.3: 
Sensorgramm der HA-Affinitätsmatrix sowie der Referenzoberfläche bei 
Anbindung von Anti-HA-Antikörper sowie Displacement mit HA (vgl. A2.2). 
 


















Optimierung der HA Oberflächenkonzentration auf der Affinitätsmatrix  
Die Konzentration des Liganden HA-Peptid sollte einerseits eine ausreichende 
Anbindung von Anti-HA-Antikörper gewährleisten, um eine gut analysierbare SPR-
Response zu erhalten. Andererseits bringt eine zu dichte HA-Peptid Oberfläche die 
Gefahr einer gegenseitigen sterischen Behinderung der Antikörper bei ihrer 
Anbindung [Edwards, 2007], was zu einer geringeren Antikörperanbindung als 
eigentlich möglich und zu einer komplexen Kinetik aufgrund von uneinheitlich 
gebundenen Antikörpern führen kann [Gorshkova, 2008]. Aus diesem Grund musste 
die optimale Dichte des HA-Peptid auf der Oberfläche untersucht werden. Dies hätte 
durch den Einsatz unterschiedlicher HA-Peptid Konzentrationen beim Aufbau der 
HA-Affinitätsmatrix erfolgen können, aber mit dem Nachteil, dass dann viele aktivierte 
Carboxylgruppen frei bleiben und entweder mit Wasser zu freien Carboxylgruppen 
abreagieren oder das nach dem HA-Peptid eingespülte Glycin binden (vgl. Aufbau 
der HA-Affinitätsmatrix). Da viele freie Carboxylgruppen auf der Oberfläche 
unspezifische Proteinanbindungen erhöhen könnten [Chapman, 2000] und die 
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Reaktionszeit der aktivierten Carboxylgruppen nur etwa zehn Minuten beträgt 
[Hermanson, 2008], d.h. die Wahrscheinlichkeit einer Rückreaktion zur freien 
Carboxylgruppe ist während der Inkubation mit sehr geringen HA Konzentrationen 
sehr groß, wurde eine andere Möglichkeit gewählt die HA Dichte der Schicht zu 
verändern. Statt die HA Dichte direkt zu beeinflussen, wurde die Dichte der 
Carboxylgruppen auf dem SAM variiert. Dies erfolgte mit Hilfe eines gemischten SAM 
aus Disulfid-PEG-Carbonsäure und SH-PEG-CH3. Die Alkanthiole wurden vor dem 
Aufbau des SAM in unterschiedlichen Verhältnissen gemischt, so dass der SAM der  
statistischen Zusammensetzung der Lösung entsprach. Diese Methode ermöglicht es 
homogene gemischte SAMs aufzubauen [Prime, 1991]. Nach dem Aufbau des SAM 
wurde die HA-Affinitätsmatrix nach dem oben beschriebenen Protokoll aufgebaut und 
Bindungsstudien mit Anti-HA-Antikörper durchgeführt. Tabelle A2.3 zeigt die 
erhaltene SPR-Response nach der Anbindung von Anti-HA-Antikörper auf 
unterschiedlichen gemischten SAMs. Es zeigte sich, dass der SAM, der reine 
Carbonsäure enthielt, die größte SPR-Response lieferte. Die HA Dichte dieser 
Oberfläche führt vermutlich nicht zu einer sterischen Behinderung der Anti-HA-
Antikörperanbindung. Die hohe Mobilität der Oligoethylengruppen auf der SAM-
Oberfläche könnte eine sterische Behinderung der Antikörperanbindung verringern, 
obwohl nach 2.2.1.3 ein Antikörper etwa16-30 HA Moleküle abdecken kann. Gründe 
hierfür könnten eine generell unvollständige Anbindung von HA an die zur Verfügung 
stehenden Carboxylgruppen des SAM sein, etwa weil diese nicht vollständig aktiviert 
werden oder vor der Bindung von HA abreagieren. Die HA Konzentration wurde mit 
0.9mmol/l (1mg/ml) bereits sehr hoch gewählt, höhere Konzentrationen konnten nicht 
eingesetzt werden. Da die SPR-Response der Anti-HA-Antikörperanbindung bei 
Einsatz des 100%igen Disulfid-PEG-Carbonsäure SAM für Displacementmessungen 
ausreichend war und keine unspezifischen Proteinanbindungen gemessen werden 
konnten, wurde der Aufbau der HA-Affinitätsmatrix mit 100% Disulfid-PEG-
Carbonsäure durchgeführt und nicht versucht die HA-Peptid Dichte auf der 
Affinitätsmatrix weiter zu erhöhen. 
Tab. A2.3: SPR-Response nach der Anbindung von Anti-HA-Antikörper (mg/ml) auf 
HA-Affinitätsmatrices mit gemischten SAM. 






Disulfid-PEG-Carbonsäure (100%) 1/0 100 m° 
Disulfid-PEG-Carbonsäure/ SH-PEG-CH3 (1/8) 1/4 29 ± 15 m° 
SH-PEG-Carbonsäure/ SH-PEG-CH3 (1/9) 1/9 10 m° 
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Entwicklung eines geeigneten Regenerationsprozesses für die Affinitätsmatrix 
Um eine Messreihe des Displacements mit unterschiedlichen Konzentrationen 
von HA-Peptid auf derselben Affinitätsmatrix durchführen zu können und somit 
Interpretationsfehler durch eventuelle unbekannte Unterschiede der einzelnen 
Affinitätsmatrices ausschließen zu können, wurde ein Regenerationsprotokoll nach 
[Andersson, 1999] entwickelt. Die Regeneration soll alle verbliebenen Anti-HA-
Antikörper von der Affinitätsmatrix lösen und so die Ausgangssituation vor Beginn 
einer Displacementuntersuchung wiederherstellen, ohne die Bindungseigenschaften 
der Affinitätsmatrix zu verändern. Da der immobilisierte Ligand HA-Peptid kovalent 
an den SAM gebunden ist, kann über ein Reagenz, das Bindungen zwischen 
Proteinen, die zum großen Teil aus Wasserstoffbrückenbindungen bestehen, spaltet, 
der Antikörper abgespült werden, ohne die HA-Schicht anzugreifen. Protein-
Proteinbindungen werden allgemein gut durch abrupte pH-Wert Änderungen, hohe 
und niedere pH-Werte, hohe Salzkonzentrationen und Detergentien gelöst, da diese 
den Aufbau von Wasserstoffbrücken erschweren. Es wurden verschiedene in Tabelle 
A2.4 dargestellte Chemikalien auf ihre Eignung zur Spaltung der Antikörper-
Ligandenbindung untersucht. Die unterschiedlichen Chemikalien wurden nach einem 
Displacementversuch in der angegebenen Konzentration über die Oberfläche 
gespült. Anschließend wurde mit Puffer gespült und die gemessene Response des 
Sensorgramms nach dem Displacementversuch mit der nach der Einwirkung der 
Chemikalie auf die Schicht verglichen, um zu überprüfen, wie stark die Schicht 
regeneriert wurde. Hierauf wurde eine erneute Anbindung von Anti-HA-Antikörper 
durchgeführt, um eine (teilweise) Zerstörung der Affinitätsmatrix auszuschließen. Der 
Regenerationsversuch mit einer Chemikalie wurde mehrfach durchgeführt. 
Anschließend wurden die wirksamsten Reagenzien kombiniert, um die Regeneration 
zu optimieren. Am wirksamsten erwies sich ein abrupter Wechsel des pH-Wertes 
durch verdünnte Salzsäure und Natronlauge, sowie ein Wechsel von dem Detergent 
SDS zu verdünnter Natronlauge. Unter diesen Regenerationsbedingungen erwies 
sich die HA-Affinitätsmatrix als äußerst stabil, so konnte selbst nach 48 Stunden an 
einer im SPR-Spektrometer eingebauten Schicht keine Verringerung der Anti-HA-
Antikörperanbindung festgestellt werden. 
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Tab. A2.4: Prozentuale Regeneration einer HA-Affinitätsmatrix nach dem Spülen der 
gebundenen Anti-HA-Antikörper mit den genannten Reagenzien. 




) ∙ 100% 
1 M Glycin  0% 
1 M Glycin/HCl, pH=4 sauer 46% 
1 M Glycin/HCl, pH<2 sauer 65% 
100 mM NaOH, pH>9 basisch 53% 
6 M Guanidin/HCl, pH=7,6 chaotrop 45% 
20 mM HCl sauer 94% 
SDS 1%ig Detergens 13% 
CAPS 4%ig Detergens 11% 
20 mM HCl dann 100 mM 
NaOH 
 97% 
SDS 1%ig dann 100 mM 
NaOH 
 99% 
Reproduzierbarkeit des Schichtaufbaus der HA-Affinitätsmatrix, Anti-HA-
Antikörper Anbindung und Displacements 
Um die Reproduzierbarkeit des Schichtaufbaus der HA-Affinitätsmatrix, der 
Antikörper Anbindung und des Displacements verifizieren zu können, wurde von je 
fünf SPR-Sensorgrammen des Schichtaufbaus sowie der Bindungsstudien die 
erhaltene SPR-Response bestimmt (vgl. Tabelle A 2.5). Es wurden nur Messungen 
einbezogen, die nach dem gleichen Messprotokoll durchgeführt wurden und von fünf 
unterschiedlichen, aber nach dem gleichen Protokoll funktionalisierten, SPR-Slides 
stammten. Es zeigt sich eine geringe Standardabweichung der SPR-Response. Bei 
der geringen Standardabweichung von nur ca. 10% bei Bindungsstudien auf 
mehreren mit dem gleichen Protokoll beschichteten HA-Affinitätsmatrices und dem 
Einsatz jeweils neuer Reagenzienlösungen kann vernutet werden, dass das 
Messergebnis nicht durch zufällige Fehler, etwa durch Verunreinigungen, bei der 
Versuchsdurchführung verfälscht wurde. Dies verifiziert die Reproduzierbarkeit der 
Messungen und bestätigt damit eine Eignung des entwickelten Assays zur 
Untersuchung der Kinetik des Displacements (siehe 2.2 und Folgende). 
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Tab. A2.5: Reproduzierbarkeit des Schichtaufbaus, der Proteinanbindung und des 
Displacements 
Reaktant Anzahl Messungen Mittelwert ± Standardabweichung 
HA Peptid Anbindung  
(1 mg/ml) 
5 30 m°± 3 m° 
Anti-HA-Antikörper  
(10 µg/ml) 
5 103 m°± 9,5 m° 
HA Peptid Displacement 
(10 µg/ml) 
















Schichtaufbau zur Analyse eines LuxP/AI2-
Displacementassays mittels SPR-Spektroskopie 
 
A3.1 Affinitätsmatrix aus Neutravidin/Biotin-PEG-MHF 
Das Furanon MHF kann unter sauren Bedingungen spontan während des 
oxidativen Pentosephosphatwegs aus D-Ribulose-5-phosphat durch Umlagerung 
entstehen [Hauck et al., 2003], es wird in der Literatur als LuxP bindend beschrieben 
und zeigte in einem in vivo V. harveyi Biolumineszenz-Assay die zweitstärkste 
Aktivierung der Biolumineszenz nach AI-2 [Lowery et al., 2005].  
Zur Überprüfung der Bindungsstärke von MHF an LuxP Wildtyp (LuxP wt) und 
ein verfügbares LuxP-Derivat LuxP M6 (mit einer genetisch modifizierten 
Bindungstasche; Austausch der Aminösäure Arginin 215 und Arginin 310 P jeweils 
gegen Aspartat), wurden die Proteine zuerst in gerichteter Orientierung über ihren 
HIS-Tag an eine mit Nickel-Nitrilotriessigsäure (Ni-NTA) modifizierte Transducer-
oberfläche gebunden. Anschließend wurde über diese MHF gespült und die 
Anbindung untersucht. Als Negativprobe wurde Glucose eingesetzt. Die 
Probenlösungen wurden über die Proteinoberflächen gespült, die Response 
gemessen und anschließend die Stabilität der Bindung durch ein Abspülen mit 
reinem Puffer untersucht. Es konnte eine Anbindung von MHF und Glucose an beide 
LuxP-Proteine gemessen werden. Die Response aus bei zwei unabhängigen 
Messungen ist in Tabelle A3.1 wiedergegeben. 
 
Tab. A3.1: Response der Anbindung von LuxP wt und LuxP M6 an eine mit Nickel-
Nitrilotriessigsäure (Ni-NTA) modifizierte Transduceroberfläche und der Anbindung 
von MHF und Glucose an die jeweiligen Proteine. Mittelwerte aus zwei unabhängigen 
Messungen. 
Protein (RU) MHF (RU) Glucose (RU) 
Bindung Stabilität Bindung Stabilität 
LuxP wt  426 ± 3,8 115 ± 7 20,5 ± 0,7 120 ± 0 6 ± 8,5 
LuxP M6 720,5 ± 29 165 ± 21,2 42,5 ± 24,7 150 ± 0 8,5 ± 12 
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Um die Spezifität der Bindung zu analysieren, wurde die Response nach 
Spülen mit Liganden (Assoziation) und die Stabilität der Bindung nach Spülen mit 
Puffer (Dissoziation) ins Verhältnis zu ihrem Molekulargewicht gesetzt und 
gegeneinander dargestellt [Nordin et al., 2005]. Allerdings wurde Bindung wie 
Stabilität zusätzlich ins Verhältnis zur Response der Proteinanbindung gesetzt, da 
bei LuxP M6 deutlich mehr Protein angebunden werden konnte (Abb. A3.1). Die 
hohe Standardabweichung der Stabilität der Glucoseanbindung kommt durch eine 
vollständige sofortige Dissoziation der Glucose bei Beginn des Spülens bei einer der 
zwei Messungen zustande (Stabilität = 0).  
Für die Untersuchung eines Displacements von LuxP durch freies MHF wurde 
versucht, eine MHF-Affinitätsmatrix auf der Transduceroberfläche aufzubauen, die 
LuxP spezifisch binden kann. Hierfür wurde die Hydroxylgruppe des MHF mit CDI 
(N,N‘-Carbonyldiimidazol) als Vernetzer aktiviert und kovalent an die primären 
Aminogruppen eines Biotin-konjugierten Poyethylenglycol-Amins (NH2-PEG3300) 
angebunden. Die erfolgreiche Synthese des MHF-PEG-Biotin konnte mit NMR-
Spektroskopie nachgewiesen werden, der Umsatz lag bei etwa 65%. Da eine 
Trennung des MHF-haltigen PEG von dem restlichen PEG nicht ohne erheblichen 
Aufwand realisierbar war, wurde das PEG vom Vernetzer durch mehrfaches, 
gründliches Dialysieren gegen Wasser gereinigt und gefriergetrocknet. Zur 
Immobilisierung des MHF-PEG-Biotin an die SPR-Transduceroberflächen wurde das 
Biotin-Bindeprotein Neutravidin auf der Goldoberfläche des Transducers unspezifisch 
adsorbiert (teilweise auch über einen Monolayer aus Biotin-PEG-Disulfid spezifisch 
angebunden) und etwaige freie Goldoberflächen mit Casein geblockt (Abb. A3.2). 
Die Anbindung des in Puffer gelösten MHF-PEG-Biotin an die Neutravidinoberfläche 
 
Abb. A3.1: Analyse der Bindung von Glucose (Gluc) und MHF jeweils an eine 
Proteinschicht LuxP Wildtyp (wt) und LuxP-Derivat M6. 
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konnte gut mittels SPR Spektroskopie verfolgt werden und ergab ein 
durchschnittliches Signal von 120 m°. Eine Anbindung des Rezeptors LuxP an diese 
MHF-Oberfläche konnte ebenfalls gemessen werden. Beim Überspülen des 
angebundenen LuxP mit einer MHF-Pufferlösung zeigte sich jedoch keine 
Verdrängung des Proteins (siehe Abb. A3.3) von der Transduceroberfläche 
(Displacement), wie sie bei dem HA-System gezeigt werden konnte (Kapitel 2.2). 
Durch eine direkte Kompetition der LuxP-Anbindung mittels Zugabe von MHF 
in die LuxP-Lösung wurde das Anbindeverhalten des LuxP an die MHF-Matrix weiter 
untersucht. Bindet LuxP spezifisch an die MHF-Oberfläche, so sollte bei einer 
steigenden Konzentration von MHF in der LuxP-Lösung eine geringere Anbindung 
von LuxP an die Schicht detektiert werden können. Allerdings konnte auch bei einer 
100fach größeren MHF-Konzentrationen in der LuxP/MHF-Lösung noch LuxP an die 
MHF-Affinitätsmatrix angebunden werden (Tabelle A3.2). Bei keiner der Messungen 
konnte eine stabile Messlinie erhalten werden und auch ein Wechsel des 
Messpuffers (PBS/TRIS/TRIS+BSA) führte zu keiner Verbesserung; eine starke Drift 
der Messlinie und starke Schwankungen blieben bestehen. Zusätzlich traten große 
„bulk refractiv index“-Effekte auf, das heißt, die Detektion der Anbindung des Proteins 
wurde teilweise durch die unterschiedlichen Brechungsindices von Proteinlösung und 
Laufpuffer gestört. Dies konnte jedoch durch eine mehrmalige Dialyse der Proteine 





   
 
Abb. A3.2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Affinitätsmatrix zur 
spezifischen Anbindung des Quorum-Sensing-Rezeptors LuxP. An eine mit 
Neutravidin beschichtete Transduceroberfläche wurde Biotin-konjugiertes MHF 
angebunden. 
 




Tab. A3.2: Mit dem numerisch zu lösenden kinetischen Modell (monovalente 
Bindung), durch Anfitten an ein Sensorgramm der Anbindung von LuxP-EGFP M6 
ohne und mit freiem MHF, berechnete Assoziations- und 
Dissoziationsratenkonstanten aab  und dab und Dissoziationskonstanten KD. 
Protein 𝑎𝑎𝑏  in   
𝑙
𝑚𝑜𝑙 ∙ 𝑠
 𝑑𝑎𝑏   in    
1
𝑠




LuxP-EGFP M6 30000 0,001 3310-9 




Abb. A3.3: Sensorgramm der Anbindung von LuxP an eine MHF-PEG-Oberfläche 
wie sie in Abb. 3.2 dargestellt ist. Bei dem Spülen der Schicht mit MHF konnte 
jedoch kein Displacement des LuxP von der Oberfläche erreicht werden, das Signal 
fällt nicht ab. 
 
 




A3.2 Affinitätsmatrix mit Hydroxydopaminborat 
Als alternative Affinitätsmatrix zur spezifischen Anbindung von LuxP an 
Oberflächen wurde ein zweites, in der Literatur [Ni et al., 2008] als LuxP-bindend 
beschriebenes Molekül, Hydroxydopamin, an SPR-Transduceroberflächen 
gebunden. Hydroxydopamin kann durch seine primäre Aminogruppe, die als 
Nucleophil wirkt, leicht über eine chemisch aktivierte Carboxylgruppe kovalent an 
einen Self Assembled Monolayer (SAM) auf der Gold-Transduceroberfläche 
angebunden werden (Abb. A3.4). Die chemische Aktivierung der Carboxylgruppe 
eines Carboxy-PEG-Disulfid-Monolayers wurde analog zum Schichtaufbau des 
HA/AntiHA-Systems mit EDC/NHS durchgeführt (vergleiche A2). Durch das Spülen 
der Hydroxydopamin-Oberfläche mit einer Borsäure enthaltenden Pufferlösung 
entsteht ein Hydroxydopaminborat-Komplex [Ni et al., 2008], der strukturelle Ähnlich- 
keiten mit DPD aufweist. Auch hier wurde der Aufbau der Affinitätsmatrix mittels 
Oberflächenplasmonenresonanz überwacht, wobei ein durchschnittliches Signal von 
80 m° gemessen wurde. An der Referenz wurden die gleichen Schritte durchgeführt, 
statt Hydroxydopamin wurde jedoch Glycin angebunden. 
Die Anbindung von LuxP an eine Hydroxydopaminborat-Oberfläche war 
möglich. An die Referenz wurde kein Protein angebunden. Allerdings wurde auch 
unter Verwendung dieser Oberfläche kein Displacement des LuxP durch freies 
Hydroxydopaminborat detektiert. Auch hier wurde eine direkte Kompetition 
durchgeführt, um die Spezifität der Bindung zu untersuchen. LuxP M6 wurde mit der 
500fachen Konzentration Hydroxydopaminborat gemischt und die Anbindung an die 
Hydroxydopaminoberfläche gemessen. Es konnte weiterhin eine Anbindung von 
   
 
Abb. A3.4: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Affinitätsmatrix zur 
spezifischen Anbindung des Quorum-Sensing-Rezeptors LuxP über 
Hydroxydopaminborat. An einen Carbonsäure-PEG-Monolayer auf Gold wird 
Hydroxydopamin kovalent angebunden und mit Borsäure komplexiert 
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LuxP M6 gemessen werden. Freies Hydroxydopaminborat hatte nur einen Effekt auf 
die Kinetik der Bindung (Tabelle A3.3). 
Tab. A3.3: Mit dem numerisch zu lösenden kinetischen Modell (monovalente 
Bindung), durch Anfitten an zwei Sensorgramme der Anbindung von LuxP-EGFP M6 
ohne und mit freiem Hydroxydopaminborat, berechnete Assoziations- und 
Dissoziationsratenkonstanten aab  und dab und Dissoziationskonstanten KD. 
Protein 𝑎𝑎𝑏  in   
𝑙
𝑚𝑜𝑙 ∙ 𝑠
 𝑑𝑎𝑏   in    
1
𝑠




LuxP-EGFP M6 46000 510-5 1,0910
-9 
LuxP-EGFP M6 +  
Hydroxydopamin 













A4.1 Aufbau einer Mikrotiterplatten-Affinitätsmatrix 
Es wurde ein Assay im Mikrotiterplatten-Format zur grundlegenden 
Untersuchung der konzentrationsabhängigen Verdrängung von eGFP-HA aus der 
Bindung zu immobilisiertem Anti-HA-Antikörper durch HA entwickelt. 
Parallel zu dem Aufbau einer optisch auslesbaren Affinitätsmatrix für den HA-
Antikörper-Antigenmechanismus wurde ein Fluoreszenz-Immuno-Assay (FIA) im 
Mikrotiterplattenformat entwickelt, um die konzentrationsabhängige Ablösung des 
HA-eGFP von der Antikörperoberfläche genauer studieren zu können (Abb. A4.1). 
Das Mikrotiterplattenformat bietet den Vorteil einer schnellen Analyse des 
konzentrationsabhängigen Displacement mit hoher Redundanz, die eine 
ausreichende statistische Auswertung erlaubt [Raem et al., 2006].  
 
Abb. A4.1: Schematische Darstellung der Beschichtung einer mit NeutrAvidin 
vorbeschichteten Mikrotiterplatte zur konzentrationsabhängigen Analyse des 
Displacements von HA-eGFP durch HA. 
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A4.2 Versuchsdurchführung mit freiem HA und mit HA-
funktionalisierten BSA 
Mit NeutrAvidin (modifiziertes Streptavidin) beschichtete 96-Well 
Mikrotiterplatten (Pierce) wurden 3x mit einem PBST-Puffer (pH = 7,4 mit 0,1% BSA 
und 0,05% Tween; je 200 µl/ Well) gewaschen, dann wurde ein biotinylierter Anti-HA-
Antikörper (Sigma, unterschiedliche Konzentrationen in PBST-Puffer; je 100 µl/ Well) 
in die Wells der Platte pipettiert, für 2 Stunden angebunden und wieder 3x mit Puffer 
gewaschen. Daraufhin wurde eGFP-HA (in unterschiedlichen Konzentrationen; je 
100 µl/ Well) für eine Stunde angebunden und die Platte anschließend 3x bis 5x mit 
Puffer gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgte mit je 100 µl Puffer ohne BSA. 
Die Platte wurde in einem Plattenreader (FluoStar Optima, BMG LABTECH) 
vermessen, wobei die Intensität der Fluoreszenz bei einer Anregung von 467 nm und 
der Emission bei 509 nm erhalten wurde. Unterschiedliche HA-Konzentrationen (in 
Puffer; je 100 µl/ Well) wurden in die Platte pipettiert und für eine Stunde inkubiert. 
Anschließend wurde 2x mit Puffer und 1x mit Puffer ohne BSA gewaschen und die 
Platte erneut mit PBST ohne BSA vermessen. 
Zur Analyse der optimalen Antikörperkonzentration wurden Displacement-
Versuche mit unterschiedlichen Antikörperkonzentrationen durchgeführt (Abb. A4.2). 
Je 8 Wells einer Platte wurden mit einer Antikörper-Lösung der gleichen 
Konzentration beschichtet und nach den Waschschritten und der Anbindung von HA-
eGFP (0,14 mg/ml) mit unterschiedlich konzentrierten HA-Lösungen (0 mg/ml, 0,5 
mg/ml bis 0,01 µg/ml) pro Well bestückt. Nach 30 Minuten Inkubation wurde die 
Platte erneut gewaschen und im Plattenreader vermessen. Das erhaltene Datenfile 
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Abb. A4.2: Darstellung des Ergebnisses einer Titration der optimalen Anti-HA-
Antikörperkonzentration für die Detektion eines Displacements. Es ist jeweils die 
Intensität der HA-eGFP Fluoreszenz nach einem Displacement mit acht 
unterschiedlichen HA Konzentrationen (0 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,01 mg/ml bis 1 
ng/ml, von links nach rechts) bei vorausgegangenen Beschichtungen mit sieben 








Die Impedanzspektroskopie ist eine mittlerweile klassische Messmethode zur 
Charakterisierung von Materialien für die Elektronik, Elektro- und Energietechnik und 
zur Charakterisierung elektrochemischer Prozesse, z.B. in Batterien, Superkon-
densatoren und Brennstoffzellen. Sie wird zunehmend auch zur Charakterisierung 
mit Biomaterialien funktionalisierter Elektroden und biokatalytischer Prozesse sowie 
zur Detektion biosensitiver Elektrodenreaktionen genutzt [Mirsky, 2004]. 
 
A5.1 Definitionen und theoretischer Background 
Bei der Impedanzspektroskopie wird mit Hilfe einer Messbrücke oder 
neuerdings eines Impedanzanalysers der komplexe elektrische Widerstand (die 
elektrische Impedanz) 𝑍 = 𝑅 + 𝑖𝑋 (R: ohmscher Widerstand, X: Blindwiderstand) 
einer Probe oder einer elektrochemischen Messzelle über einen möglichst großen 
Frequenzbereich (10−3 ≤ 𝑓 ≤ 106 𝐻𝑧) gemessen. Anstelle der Impedanz kann 
natürlich auch der komplexe elektrische Leitwert (die Admittanz) 
𝑌 = 1 𝑍⁄ = 𝐺 + 𝑖𝐵 = 𝐺 + 𝑖𝜔𝐶 = 𝐺 + 𝑖𝜔(𝐶′ − 𝑖𝐶′′) = 𝐺 + 𝜔𝐶′′ + 𝑖𝜔𝐶′
                  (A5.1) 
gemessen werden26. In elektrochemischen und biologischen 
Proben/Materialien hat der Blindwiderstand X und der Blindleitwert B einen rein 
kapazitiven Charakter und die Kapazität C ist eine ideale Kapazität, d.h. reell und 
ohne Verluste. Im Allgemeinen ist jeder Kondensator mit Verlusten behaftet, sodass 
C komplex ist, d.h. einen Realteil C‘ und einen Imaginärteil C“ hat. Die durch C“ 
beschriebenen Verluste setzen sich aus dielektrischen Verlusten und 
Leitungsverlusten zusammen. In elektrochemischen Systemen können die 
dielektrischen Verluste gegenüber den Leitungsverlusten vernachlässigt werden, 
sodass man in Gl. (A5.1) G und C“ entweder zu G oder C“ zusammenfasst, d.h. 
man hat: 
𝑌 = 𝐺 + 𝑖𝜔𝐶′ = 𝑖𝜔(𝐶′ − 𝑖𝐶′′) = 𝑖𝜔(𝐶′ − 𝑖 𝐺 𝜔⁄ )  (A5.2) 
Wenn Messproben mit definierten Abmessungen vorliegen, werden oft auch 
spezifische Materialparameter wie spezifischer Widerstand , spezifische 
                                            
26 Die imaginäre Einheit 𝑖 = √−1 wird oft auch mit j bezeichnet. 
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Leitfähigkeit  und Dielektrizitätskonstante bzw. Permittivität27  verwendet, wobei für 
eine Messprobe mit der Elektrodenfläche A und dem Elektrodenabstand 




∙ 𝜎, 𝐶 =
𝐴
𝑡
∙ , 𝐶′ =
𝐴
𝑡
∙ ′, 𝐶′′ =
𝐴
𝑡
∙ ′′   (A5.3) 













    (A5.4) 
 
Auch die Beträge und die Phasen der Impedanz und der Admittanz sind 
gelegentlich von Interesse. Sie berechnen sich folgendermaßen: 
 
|𝑍| = √𝑅2 + 𝑋2, |𝑌| = √𝐺2 + 𝐵2 = √𝐺2 + (𝜔𝐶′)2  (A5.5) 
 
𝜓 = 𝑃ℎ𝑎𝑠𝑒{𝑍} = 𝑎𝑟𝑐𝑡𝑎𝑛
𝑋
𝑅








Zur Generierung eines Impedanzspektrums genügt es, zwei unabhängige 
Parameter zu messen, die mit der Impedanz zusammenhängen. Bei dem hier zur 
Anwendung gekommenen Impedanzmessgerät wurde der ohmsche Leitwert G und 
die reelle Kapazität C‘ im Frequenzbereich von 0.01 (0.1) Hz bis 100kHz gemessen. 
Hieraus lassen sich mit Hilfe der Gl. (A5.1-6) alle mit den Gleichungen 
beschriebenen Größen in Abhängigkeit der Frequenz berechnen und grafisch 
darstellen. Darüber hinaus können die Impedanz Z in der komplexen 
Widerstandsebene (Nyquist Plot), die Admittanz Y in der komplexen Leitwertebene 
und die komplexe Kapazität C bzw Permittivität  in der komplexen Kapazitäts- bzw. 
Permittivitätsebene (Cole-Cole-Plot) dargestellt werden.  
  
                                            
27 Man spricht von dielektrischer Spektroskopie, wenn anstelle der Impedanz oder Admittanz die komplexe 
Permittivität gemessen wird. 
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A5.2 Impedanzmessgerät und Messzelle 
Das hier zur Anwendung gekommene Impedanzspektrometer-System der Fa. 
INPHAZE PTY LTD (Australien) ist in Abb. A5.1 zusammen mit der zugehörigen 
Messzelle dargestellt. 
Das Impedanzmessgerät funktioniert prinzipiell ähnlich wie eine 
Impedanzmessbrücke. Bei dieser (siehe Einsatzbild von A5.1) werden der Betrag 
und die Phase einer geeichten Referenzimpedanz solange variiert, bis das 
Brückensignal am hochempfindlichen AC-Voltmeter (V) Null ist. Dann ist der 
eingestellte Wert von Zref identisch dem von Zx. Im Unterschied dazu genügt es bei 
dem hier verwendeten Impedanzmessgerät, dass die Referenzimpedanz nur grob im 
Bereich der zu messenden Impedanz Zx liegt. Der sinusförmige Strom, der sowohl 
durch Zx als auch durch Zref fließt, wird von einem externen Synthesizer eingespeist 
und mit Hilfe des Messwiderstandes Rsig gemessen. Durch Messen der 
Spannungsabfälle (nach Betrag und Phase) an der zu messenden Impedanz Zx, an 
 
Abb. A5.1: Impedanzspektrometer-System. Das Bild zeigt das Prinzipschaltbild 
des Impedanzmessgerätes, zur Erläuterung das Prinzip einer Messbrücke sowie 
den prinzipiellen Aufbau der Messproben. 
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der Referenzimpedanz Zref und am Strommesswiderstand Rsig kann Zx , bezogen auf 
Zref , berechnet werden. 
Die Bestimmung von Zx wird dabei umso genauer, je geringer der Unterschied 
zwischen Zx und Zref ist. Für jede Messprobenreihe wird deshalb die optimale 
Referenzimpedanz iterativ bestimmt. Durch den Anschluss der Messprobe (Zx) über 
vier Drähte, zwei zur Stromeinspeisung und zwei zur Spannungsmessung, wird der 
Einfluss von Zuleitungs- und Kontaktwiderständen eliminiert. 
Die Referenzelektrode zur Potenzialmessung ist so angeordnet, dass das 
Potenzial im Bereich der homogenen Stromverteilung abgegriffen wird. Sie ist 
außerdem zurückgesetzt, damit die homogene Stromverteilung nicht durch die 
Referenzelektrode gestört wird. 
Für Impedanzmessungen an elektrochemischen Messzellen, ähnlich der hier 
verwendeten Zelle (Messprobe in Abb. A5.1 ohne Bioschicht), lässt sich Zx am 
besten durch eine Referenzimpedanz nachbilden, die aus einer Parallelschaltung 
eines Kondensators Cp mit einem Widerstand Rp besteht, zu der ein Widerstand Rs in 
Reihe geschaltet ist. Rs soll den ohmschen Widerstand der Elektrolytlösung in der 
Messzelle nachbilden, Cp den Doppelschichtkondensator an der Elektrolyt-Gold-
Grenzfläche und Rp den Elektronen-Transfer-Widerstand. Letzterer ist nur wirksam, 
wenn Redoxkomponenten in der Elektrolytlösung vorhanden sind. 
A5.3 Versuchsdurchführung 
Ein Gold beschichteter Silizium-Wafer (Si-Gold-Wafer, hochdotiert) wurde 
mittels Glasschneider in geeignete Stücke geschnitten, für einige Sekunden in 
Piranha-Lösung (konz. Schwefelsäure und 30%iges Wasserstoffperoxid im 
Volumenverhältnis 3:1) getaucht und mehrfach mit doppeltdestiliertem Wasser 
gewaschen. Die Waferstückchen wurden bis zum Gebrauch in Reinstethanol 
aufbewahrt. 
Für die Impedanzmessungen wurden gereinigte Waferstückchen, 
unbeschichtet oder analog zu A2.2 mit Disulfid-PEG-Carbonsäure beschichtet, mit 
Druckluft getrocknet, mittels Sandpapier auf der Si-Seite angeschliffen, mit Gallium–
Indium Eutektikum beschichtet, auf die Bottomelektrode der Inphaze-Dreikanal-
Flusszelle gesetzt und die Flusszelle zusammengebaut. Alle nachfolgenden 
Beschichtungen erfolgten in der Flusszelle. Für die Anbindung von Ha-Peptid auf 
dem Disulfid-PEG-Carbonsäure beschichteten Si-Gold-Wafer wurde die 
Aktivierungslösung EDC/NHS (0,2 M EDC und 0,05 M NHS in saurem PBS) direkt 
über die Öffnung der Topelektrode der Flusszelle mittels Pipette auf den Wafer 
getropft, 10 Minuten inkubiert und ebenfalls mittels Pipette mit saurem PBS 
abgespült. Sofort wurde HA-Peptid (1mg/ml) in PBS auf den Wafer getropft und eine 
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Stunde inkubiert. Anschließend wurde kurz mit PBS gespült, die ganze Flusszelle mit 
PBS gefüllt und die Topelektrode für die Impedanzmessung eingebaut. Alle weiteren 
Anbindungen (Anti-HA-Antikörper, Displacement mit HA-Peptid) wurden analog 
durchgeführt. 
Für den Start der Impedanzmessung wurden die Bottom- und Topelektrode 
der Flusszelle sowie die Referenzelektrode an das Spektrometer angeschlossen und 
ein passender Kondensator und Referenzwiderstände für die Referenzschaltung des 
Impedanz-Spektrometers (nach Vorgabe des Herstellers) so ausgewählt, dass die 
Referenzschaltung die elektrischen Eigenschaften der Messschicht möglichst gut 
abbildet. Anschließend wurde der Frequenzbereich, über den gemessen werden 
sollte, ausgewählt, die Anzahl der Wiederholungen der Messung bestimmt und die 
Messung gestartet (vgl. Abbildung A 5.1). Die Referenzschaltung des Spektrometers 
wurde für alle Messungen beibehalten. 
A5.4 Messergebnisse und Auswertung 
Die Ergebnisse der impedanzspektroskopischen Messungen sollen 
exemplarisch anhand der Messreihe 0807Y9 dargestellt werden. Da die Pufferlösung 
nicht verändert werden sollte, konnte dem Elektrolyten keine Redoxkomponente 
zugesetzt werden, wie dies oftmals bei Impedanzspektroskopie basierten 
Immunosensoren geschieht, um die Empfindlichkeit zu erhöhen [Mirsky, 2004]. Die 
relevante Messgröße ist folglich hier die Probenkapazität. Deshalb wird hier anstelle 
der Impedanz (Nyquist-Plot) die komplexe Kapazität bzw. die komplexe 
Permittivität28 (Cole-Cole-Plot) dargestellt. In dieser Darstellung werden zunächst die 
Messproben GoldPEG2 (Si/Au/SAM), GoldPEGHA (Si/Au/SAM/HA), 
GoldPEGHAAntiHA2 (Si/Au/SAM/HA/AntiHA) und GoldPEGHAAntiHADisplHA 
(Si/Au/SAM/HA/AntiHA/HA) gezeigt (Abb. A5.2 bis A5.5). Dabei sind in jedem Plot 
drei nacheinander durchgeführte Messdurchläufe (time A, B und C) zusammen mit 
der Simulationsrechnung übereinander geplottet. Zur Simulation der Messungen 
wurde die komplexe Kapazität eines elektrischen Ersatzschaltbildes berechnet29, wie 
es beispielsweise für die Messprobe GoldPEGHAAntiHADisplHA in Abb. A5.6 
dargestellt ist.  
                                            
28 Permittivität und Kapazität sind hier identisch, da der verwendete Geometriefaktor A/t identisch 1 gewählt 
wurde. 
29 Hierzu wurde ein Matlab-Programm geschrieben, das es gestattet Mess- und Simulationsdaten gemeinsam 
darzustellen. 









Abb. A5.2 und 5.3: Cole-Cole-Plot der Messproben GoldPEG2 (Si/Au/SAM) und 
 GoldPEGHA (Si/Au/SAM/HA). Frequenzbereich 0.1 Hz – 100 kHz 

































































Abb. A5.4 und A5.5: Messproben GoldPEGHAAntiHA2 (Si/Au/SAM/HA/AntiHA) 
  und GoldPEGHAAntiHADispHA (Si/Au/SAM/HA/AntiHA/HA). 
  Frequenzbereich 0.1 Hz – 100 kHz 
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f0 in kHz 2.5 2.7 2.7 1.26 0.97 0.77 1.22 
R0 in  83 70 85 105 110 115 100 
C0 in F 0.77 0.84 0.79 1.2 1.5 1.8 1.3 
f1 in Hz 100 100 100 129 100 100 100 
R1 in  15.9 - - 880 2.3 - 15.9k 
ΔC1 in F 0.1 - - 1.4 0.7 - 0.1 
f2 in Hz 10 10 10 10 10 30 10 
R2 in  145k 265k 530k 16k 28.9 5.9k 265k 
ΔC2 in F 0.11 0.06 0.03 1 0.55 0.9 0.06 
f3 in Hz 1 1 1 1 1 1 1 
R3 in  637k 796k 2.27M 200k 265 200k 760k 
ΔC3 in F 0.25 0.2 0.07 0.8 0.6 0.8 0.21 
f4 in Hz 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.11 0.1 
R4 in  2.65M 2.89M 7.95M 1.6M 1.33M 1.59M 2.27M 
ΔC4 in F 0.6 0.55 0.2 1 1.2 0.9 0.7 
C0+ΔC1+ 
ΔC2+ΔC3+















f5 in Hz 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 
R5 in  10.6M 9.95M 19.9M 16M 8.84M 10.6M 6.63M 
ΔC5 in F 1.5 1.6 0.8 1 1.8 1.5 2.4 
f6 in Hz 0.001    0.001  0.001 
R6 in  59M    63.7  44.2M 
ΔC6 in F 2.7    2.5  3.6 
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Alle Ersatzschaltungen bestehen aus dem Haupt-RC-Glied (R0, C0, f0), das 
den komplexen Permittivitätshalbkreis im Bereich der hohen Frequenzen wiedergibt 
und parallelgeschalteten RC-Gliedern (R, ΔC, f) mit definierten 
Relaxationsfrequenzen f
 30 von 100 Hz, 10 Hz, … 0.001 Hz, die so gewählt wurden, 
dass sich eine möglichst gute Übereinstimmung der gemessenen und berechneten 
Kapazitätskurven C‘ (‘) und C‘‘ (‘‘) vs f und damit auch der Cole-Cole-Plots ergibt. 
Der äußerst geringe Elektronentransfer wird durch den zusätzlich parallel 
geschalteten 100 M Widerstand beschrieben31. 
Durch diese Art der Simulation mit spektralen Kapazitätsanteilen wird eine 
quantitative Auswertung der Messergebnisse der verschiedenen Proben möglich. 
Hierzu sind in Tabelle A5.1 alle Widerstände und Kapazitäten der Ersatzschaltungen 
der verschiedenen Messproben zusammengestellt. 
Wir vergleichen zunächst die Cole-Cole-Plots und die Schaltungsparameter 
für die Proben Gold (Si/Au), GoldPEG2 (Si/Au/SAM) und GoldPEGHA 
(Si/Au/SAM/HA). 
                                            
30 𝑓 = 1 2𝜋𝑅𝜈Δ𝐶𝜈⁄  
31 Aus programmtechnischen Gründen ist der 100 M Widerstand als RC-Glied ausgeführt, das aber bis hinab 















100Hz 10Hz 1Hz 0.1Hz965Hz
1.8F 2.5F
0.01Hz 0.001Hz
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Es zeigt sich überraschender Weise, dass sowohl die Cole-Cole-Plots als 
auch die Schaltungsparameter nahezu identisch sind. Für die Probe mit reiner 
Goldelektrode erwartet man, die Doppelschichtkapazität von Gold zu messen. Mit der 
Elektrodenfläche von 0.18 cm2 (Probendurchmesser 4.8 mm) und einer gemessenen 
Kapazität von ca. 0.87 F (C0) erhalten wir eine Doppelschichtkapazität von etwa 4.8 
F/cm2. Dieser Wert ist in vernünftiger Übereinstimmung mit Literaturwerten von 40-
60 F/cm2 [Katz et al., 2004], die (an sicherlich raueren) polykristallinen 
Goldelektroden gemessen worden waren. 
Dagegen ist die rein rechnerische Doppelschichtkapazität für eine starre 
Helmholtzschicht mit ca. 350 F/cm2 deutlich höher [Hamann et al., 2005]. Allerdings 
gilt dies nur für konzentrierte Elektrolytlösungen, in verdünnten Lösungen muss 
zusätzlich die in Reihe liegende Kapazität der diffusen Doppelschicht berücksichtigt 
werden. Ihre Ausdehnung  kann in verdünnten Lösungen mehrere 10 nm betragen 
[Hamann et al., 2005]. 
Die hier wirksame Doppelschichtkapazität kann genauer abgeschätzt werden, 




     (A5.7) 
berechnet. In (A5.7) ist e=1.60210-19 As die Elementarladung, NA die 





2𝑐𝑖𝑖      (A5.8) 
wobei zi die Wertigkeit der Ionen der Sorte i, und ci ihre Konzentration in der 
Lösung (Puffer) ist. Die verwendete Pufferlösung enthielt 0.137 mol/l NaCl, 0.0027 
mol/l KCl und 0.01 mol/l H2PO4
-/HPO4, sodass man I=0.18 mol/l erhält. Damit 
berechnet sich  aus (A5.7) zu 23 nm. Mit der Permittivität 80 von Wasser ergibt sich 
schließlich eine Doppelschichtkapazität von 3.1 F/cm2. Dieser Wert ist in 
brauchbarer Übereinstimmung mit dem gemessenen Wert von 4.8 F/cm2. 
Durch die Berechnung der diffusen Doppelschichtausdehnung und der 
Doppelschichtkapazität wird jetzt auch verständlich, warum sich die Kapazitäten der 
Messproben GoldPEG2 und GoldPEGHA praktisch nicht von der Kapazität der Probe 
mit reiner Goldbeschichtung unterscheiden. Die zusätzliche Reihenschaltung der 
Kapazitäten der nur etwa 1-3nm dicken SAM- und HA-Schichten, die damit deutlich 
größer sind als die Kapazität der Messprobe Gold, führt nur zu einer unwesentlichen 
Verringerung der resultierenden Kapazitätswerte. 
Wie aus Abb. A5.4 zu sehen, führt die Anbindung von AntiHA-Antikörper an 
die GoldPEGHA Proben zu einer ausgeprägten Änderung der Cole-Cole-Diagramme. 
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An die Stelle einer mehr oder weniger definierten Probenkapazität tritt jetzt eine 
breite Überlagerung verschiedener Teilkapazitäten, die im gesamten 
Frequenzbereich bis hinab zu 0.1 Hz wirksam sind. Der Übergang zum Beitrag des 
Elektronentransfers zur komplexen Kapazität erfolgt fließend ab etwa dieser 
Frequenz. 
Die Beschreibung der Abflachung und Verbreiterung des Cole-Cole-
Halbkreises32 durch die Überlagerung verschiedener RC-Glieder gestattet es, die 
Response der GoldPEGHAAntiHA-Messproben sehr anschaulich zu verstehen. Die 
gegenüber den Antigenen deutlich größeren (ca. 5-fach) Antikörper mit ihren breiten 
und strukturierten Bindungsflächen koppeln in vielfältiger Weise elektrisch an die 
Pufferlösung an, sodass sich ganz unterschiedliche Übergangswiderstände und 
Koppelkondensatoren ergeben. 
Durch die Inkubation der GoldPEGHAAntiHA-Proben mit freien Antigenen und 
die Spülung mit PBS-Puffer wird der Displacementprozess durchgeführt, der zu den 
Proben GoldPEGHAAntiHADisplHA führt. Wie aus Abb. A5.5 zu sehen, ist die 
Änderung des Cole-Cole-Plots durch das Displacement deutlich erkennbar, aber 
nicht sehr stark ausgeprägt. 
Erst die Betrachtung der Teilkapazitäten ermöglicht einen quantitativen 
Vergleich. 
Mit der Annahme, dass der Beitrag des Elektronentransfers zur komplexen 
Kapazität erst deutlich unter 0.1 Hz wichtig wird, ergibt sich die wirksame 
Gesamtkapazität der Proben aus der Summe der Teilkapazitäten bis hinab zu 0.1 
Hz. 
𝐶 = 𝐶0 + ∆𝐶1 + ∆𝐶2 + ∆𝐶3 + ∆𝐶4   (A5.9) 
Damit erhält man CGoldPEGHAAntiHA = 5.40 F und CGoldPEGHAAntiHADisplHA = 4.55 
F. 
Durch das Displacement wurden somit nur ca. 16% der gebundenen 
Antikörper durch die freien Antigene verdrängt. 
                                            
32Diese Deformation des Cole-Cole-Halbkreises wird auch bei reinen Goldelektroden mit sehr rauer Oberfläche 
beobachtet und oftmals mit einem „constant phase element“ 𝑍𝐶𝑃𝐸 =
1
(𝑖𝜔)𝑛Λ
 mit 𝑛 ≥ 1, beschrieben, das für 








Hier wird der Zusammenhang zwischen der Diffusionskonstante einer Spezies 
(in H2O) und der Transferratenkonstante dieser Spezies abgeleitet. Dies ist 
näherungsweise unabhängig von der Strömungsgeschwindigkeit in der Flusszelle 
möglich, wenn man innerhalb einer Diffusionszone der Höhe x einen linearen 
Konzentrationsgradienten von oben (x=x1) nach unten (x=x2) annimmt. Am Boden 
der Flusszelle (bei x=x3) befindet sich die Goldschicht mit den immobilisierten 
Bioschichten. Sie bilden die Messzone mit der Fläche A und der Höhe h=100nm 
(siehe 2.1). Über der Diffusionszone ist die Bulkzone, die von der Messlösung der 
Dichte conc laminar durchströmt wird. 
Wegen des linearen Konzentrationsgradienten in der Diffusionszone schreibt 
sich die Teilchendichte zu: 
 
𝜌(𝑥) = 𝜌1 + (𝑥 − 𝑥1) ∙
𝜌2−𝜌1 
𝛿𝑥
           𝑚𝑖𝑡           𝜌1,2 = 𝜌(𝑥1,2)  (A6.1) 
 
Mit Hilfe des ersten Fickschen Gesetzes (D: Diffusionskoeffizient) 
 
𝑗 = −𝐷 ∙ 𝑔𝑟𝑎𝑑𝜌            ℎ𝑖𝑒𝑟             𝑗 = −𝐷 ∙
𝑑𝜌
𝑑𝑥
    (A6.2) 
 





(𝜌2(𝑡) − 𝜌1(𝑡))    (A6.3) 
 
Wenn für 𝑡 ≥ 0 die Teilchendichte 1 von 0 auf conc gesetzt wird, berechnet 
sich 2(t) zu 
 





∙ 𝑑𝑡′ = −
𝐷
𝛿𝑥∙ℎ
∫ (𝜌2(𝑡′) − 𝜌𝑐𝑜𝑛𝑐)𝑑𝑡′
𝑡
0
  (A6.4) 
 






(𝜌2(𝑡) − 𝜌𝑐𝑜𝑛𝑐)    (A6.5) 




Der Übergang von der Teilchendichte zur Konzentration in mol/l mit Hilfe der 







(𝐵(𝑡) − 𝐵𝑐𝑜𝑛𝑐)    (A6.6) 
 









Wählt man für die Dicke der Diffusionszone x=h/2, so erhält man die von 



















AI-2     Autoinducer-2 
AM     analytisch lösbares Modell 
Anti-HA-Antikörper   Anti-Hämagglutinin-Peptid-Antikörper 
APS     Ammoniumperoxodisulfat 
ARK (z.B. aab)   Assoziationsratenkonstanten 
 
B--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
BM    bivalentes Modell 
BSA    Rinder-Serumalbumin (bovine-serum albumin) 
 
C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
c    Lichtgeschwindigkeit 
C-terminus   Carboxylterminus 
 
D--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
D (z.B. DB)   Diffusionskonstanten 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DPD    (S)-4,5-Dihydroxy-2,3-pentandione 
DRK (z.B. dab)  Dissoziationsratenkonstanten 
dpf    Displacementfaktor 
 
  




e    Elementarladung 
E    elektrische Feldstärke 
eGFP verstärkt grün fluoreszierendes Protein (enhanced green 
fluorescent protein) 
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 
ERK (z.B. ebc)  Ausrauschratenkonstanten 
r    (komplexe) Dielektrizitätszahl 
0    Dielektrizitätskonstante des Vakuums (8.85 pF/m) 
 
F--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
FBARM   Film bulk acoustic resonator microbalance 
FBDD    Fragment based drug discovery 
 
G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 





HA-Peptid   Hämagglutinin-Peptid 
HTS    High-throughput screening 
 
I---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
i    imaginäre Einheit (𝑖 = √−1) 
ISA    Inhibition in solution assay 
 
  




j    elektrische Stromdichte 
 
K--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 




LuxP AI-2 Rezeptor (Vibrio harveyi  autoinducer 2-binding 
periplasmic protein) 
LuxQ Sensorkinase (Vibrio harveyi  Autoinducer 2 sensor 
kinase/phosphatase) 
LuxPQ Zweikomponentensystem aus LuxP und LuxQ 
LuxS    AI-2 Synthase (S-ribosylhomocysteine lyase) 
    Wellenlänge 
 
M--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
MHF    4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon  
MM    monovalentes Modell 
MW    Molekulargewicht 
 
N--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
n    Elektronendichte im Metall 
NA    Avogadrokonstante 










PBP    periplasmatisches Bindeprotein 
PBS    Phosphatpuffer 
PEG    Polyethylenglycol 
 
Q--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
QCM    Quartz crystal microbalance 
QS    Quorum Sensing 
 
R--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
R    elektrischer (ohmscher) Widerstand 
rbf    Rebindingfaktor 
RNA Ribnonukleinsäure 
    elektrische Ladungsdichte 
 
S--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
SCA    Surface competition assay 
SDS    Sodiumdodecylsulfat 
SH    Thiol 
SP    Oberflächenplasmon 
SPR    Oberflächen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie 
    (komplexe) elektrische Leitfähigkeit 
 
T--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 




 Relaxationszeit  






v (z.B. vb)   Transferratenkonstanten 
vph    Phasengeschwindigkeit elektromagnetischer Wellen 
 
W-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
p    Plasmafrequenz 
 
X--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
X    Blindwiderstand 
 
Y--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Y    komplexer elektrischer Leitwert (Admittanz) 
 
Z--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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